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1 Einleitung  
1.1 Einführung
Die  Hepatitis-B-Virusinfektion  (HBV-Infektion)  ist  weltweit  eine  der  häufigsten 
Infektionserkrankungen.  Durch  chronische  Verläufe  und  Ausbildung  eines 
hepatozellulären Karzinoms (HCC) führt sie in vielen Fällen zum Tod des Patienten. Die 
bisherigen Therapieansätze zeigen noch keinen ausreichenden Erfolg.
In den Versuchen dieser Arbeit soll im Woodchuck, einem etablierten Tiermodell der HBV-
Infektion,  die  Rolle  von  Interleukin  12  (IL-12)  und  Interferon  gamma (IFN-γ)  auf  den 
Verlauf  der  Virämie  während  der  akuten und der  chronischen  Infektion  charakterisiert 
werden. 
1.2 Die Hepadnaviren
Die Vertreter der Familie der Hepadnaviridae sind gekennzeichnet durch eine zirkuläre, 
partiell  doppelsträngige  DNA.  Neben  dem  humanpathogenen  HBV,  welches  einen 
Durchmesser  von 42 nm hat,  sind  weitere  pathogene  Viren der  Hepadna-Gruppe bei 
verschiedenen  Tiergruppen  identifiziert  worden.  Es  wurde  zuerst  das  Woodchuck-
Hepatitis-Virus (WHV) entdeckt  [Summers, J. et al.,  1978]. Es folgte die Identifizierung 
weiterer  Viren  aus  der  Familie  der  Hepadnaviridae  bei  anderen  Tierspezies  wie  dem 
Erdhörnchen (ground squirrel  hepatitis virus, GSHV), dem Waldhörnchen (tree squirrel 
hepatitis  virus),  der  Pekingente  (duck  HBV,  DHBV)  und  weiteren  weniger  gut 
charakterisierten Viren. Diese Viren haben alle eine sehr ähnliche Struktur, zeigen eine 
hohe Antigenverwandtschaft und haben den gleichen, speziellen Mechanismus der DNA-
Replikation  über  ein  RNA-Intermediat.  Neben dem Hepatotropismus ist  außerdem die 
hohe Wirtsspezifität den Hepadnaviridae gemeinsam. Eine Infektion mit diesen Viren ist 
meist assoziiert mit einer Hepatitis, welche akut selbstlimitierend oder chronisch verlaufen 
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kann. Spätfolgen einer durch diese Viren ausgelösten Hepatitis können Leberzirrhose und 
das  hepatozelluläre  Karzinom  (HCC)  sein  [Blaine  Hollinger,  F.  und  Liang,  T.,  2001],  
[Gerlich, WH. und Schaefer, S., 2002], [Robinson, GL. 1995].
1.3 Das Hepatitis-B-Virus
1.3.1 Aufbau und Replikation des Virus
Das HBV ist ein DNA-Virus, dessen äußere Hülle von Hepatitis-B-Oberflächenantigenen 
(HBsAg) gebildet wird. Diese viruskodierten Proteine werden bei der Replikation des HBV 
in Leberzellen im Überschuss produziert und in das Blut freigesetzt.  Im Serum infizierter 
Personen ist  HBs-Antigen als nicht infektiöses, sphärisches oder tubuläres Partikel mit 
einem Durchmesser von ca. 22 nm nachweisbar.
Die Virushülle wird aus drei koterminalen HBs-Proteinen gebildet,  die als L-(large),  M-
(middle) oder S-(small) HBs-Protein bezeichnet werden [Gerlich, WH. und Schaefer, S.,  
2002].  Die  Entfernung  des  HBsAg  durch  Detergentienbehandlung  von  Dane-Partikeln 
bringt  ein  27nm-messendes  Kernpartikel  zum  Vorschein.  Das  HBeAg  stellt  eine 
sezernierte Form dieses HBcAg dar.  Im Inneren des Kerns lassen sich außerdem die 
zirkuläre, partiell doppelsträngige DNA, eine HBV-spezifische DNA-Polymerase und eine 
HBV-assoziierte Phosphokinase nachweisen.
HBV  und  alle  anderen  Hepadnaviren  erreichen  über  den  Blutweg  die  Leber  und 
vermehren sich in Hepatozyten. Die Rezeptoren, die die Einschleusung von HBV in die 
Hepatozyten vermitteln, sind bisher nicht bekannt. Die HBs-Hülle wird wahrscheinlich bei 
Durchtritt des HBV durch die endoplasmatische Membran abgestreift. Der nackte Core-
Partikel  gelangt  dann  an  die  Membranen  des  Zellkerns,  wo  das  Genom  in  das 
Nukleoplasma  entlassen  wird.  Bei  der  Replikation  weisen  die  Hepadnaviren  eine 
Besonderheit  auf,  die sie  mit  den Retroviren (wie  z.B.  HIV) gemeinsam haben.  Beide 
Virusfamilien  replizieren  ihr  Genom  über  ein  RNA-Intermediat  mittels  viruskodierter 
6
reverser Transkriptase, einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase. Die virale DNA wird im 
Zellkern in virale mRNAs transkribiert. Vorher wurde die zunächst nur durch Basenpaare 
in zirkulärer  Form gehaltene virale DNA kovalent  geschlossen.  Hierzu müssen der als 
Primer für die Minusstrangsynthese dienende Teil der Polymerase und der RNA-Primer 
entfernt,  der virale Plusstrang zur vollständigen Länge synthetisiert  und die Enden der 
komplettierten viralen Plus- und Minusstränge legiert werden. Diese DNA wird ccc-DNA 
genannt (covalently closed circular DNA) und ist die nukleäre Matrize für die Transkription 
der viralen mRNA. Eine der mRNAs dient als Matrize bzw. Intermediat für das virale Core-
Protein und die virale reverse Transkriptase und ist zugleich auch RNA-Prägenom für die 
Replikation  des  Virusgenoms.  Der  Core-Partikel  wird  durch  die  HBs-Proteine  am 
Endoplasmatischen  Retikulum  (ER)  umhüllt  und  sezerniert.  Daneben  werden  die  drei 
HBs-Proteine im Überschuss produziert und als leere Hüllen sezerniert [Blaine Hollinger,  
F. und Liang, T., 2001], [Gerlich, WH. und Schaefer, S. 2002].
1.3.2 Epidemiologie
Das HBV wurde 1966 entdeckt und ist weltweit die häufigste Ursache von chronischen 
Virushepatitiden, Leberzirrhose und hepatozellulärem Karzinom. Das weltweit verbreitete 
Virus kommt in verschiedenen Regionen mit stark unterschiedlicher Prävalenz vor. Es gibt 
zahlreiche  asymptomatische  Virusträger  mit  persistierender  Virämie.  In  Afrika, 
Südostasien und China sind bis zu 15% der Bevölkerung asymptomatische Träger. Die 
Anzahl der Virusträger wird weltweit insgesamt auf 300 - 400 Mio. geschätzt, davon ca. 
500.000 in Deutschland. Die Zahl der jährlichen Neuinfektionen wird auf ca. 20 Millionen 
geschätzt und davon ca. 100.000 in Westeuropa. Es versterben weltweit ca. 1 - 2 Mio. 
Personen pro Jahr an den Folgen HBV-bedingter Lebererkrankungen [Lee, WM., 1997]. 
In Deutschland werden pro Jahr ca. 6.000 Fälle akuter HBV-Infektionen gemeldet,  die 
Dunkelziffer liegt vermutlich bei mehr als 50.000. Die Inzidenz der akuten HBV-Infektion 
im Jahr 2005 in Deutschland betrug im Durchschnitt 1,5 pro 100.000 Einwohner [Robert 
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Koch Institut, 2006]. Die Durchseuchung beträgt in hochendemischen Gebieten (wie z.B. 
Asien) bis 90%, in Deutschland rund 5%, hier mit dem Alter zunehmend.
Die weite Verbreitung der HBV-Infektion und ihre Häufigkeit sind bedingt durch die hohe 
Virus-Konzentration im Blut  der Patienten (bis  > 108 Partikel/ml).  HBV konnte auch in 
Sperma, Speichel, Vaginalflüssigkeit und Tränen von infizierten Personen nachgewiesen 
werden,  allerdings  in  geringerer  Konzentration.  Die  Übertragung  des  HBV  erfolgt 
parenteral,  durch  i.v.-Inokulation,  durch  perkutane  Übertragung  wie  z.B. 
Nadelstichverletzungen, perinatal oder über Schleimhautkontakt (z.B. sexuell). Das Risiko 
für die Übertragung der Virusinfektion hängt vom Grad der Virämie ab. Die Übertragung 
durch sexuellen Kontakt zu infizierten Personen ist zur Zeit der bedeutendste Risikofaktor 
für die normale Bevölkerung. Besondere Risikogruppen sind Drogenabhängige, Personen 
mit  häufig  wechselnden  Sexualpartnern,  aber  auch  nicht  geimpftes  Personal  in 
medizinischen Bereichen, Hämophilie- und Dialysepatienten. Weitere Übertragungswege 
stellen  Tätowierungen,  Piercing  und  Akupunktur  dar,  wenn  keine  genügenden 
hygienischen Maßnahmen eingehalten werden [Blaine Hollinger, F. und Liang, T., 2001],  
[Gerlich, WH. und Schaefer, S. 2002].
1.3.3 Infektionsverlauf und Klinik der akuten Hepatitis B
Die Abbildung 1 zeigt den typischen Verlauf des Auftretens und der Persistenz von HBV-
assoziierten Antigenen und Antikörpern bei einer unkomplizierten akuten HBV-Infektion. 
HBsAg ist  häufig  schon einige  Wochen vor  Krankheitsbeginn  im Serum nachweisbar. 
Auch HBeAg wird  schon vor  Ausbruch der  Erkrankung im Serum infizierter  Personen 
gefunden.  HBsAg  und  HBeAg  erreichen  kurz  vor  oder  bei  Beginn  der  klinischen 
Symptomatik  höchste Konzentrationen und bei unkompliziertem Verlauf  sinkt  zunächst 
HBeAg und dann HBsAg in einigen Wochen unter die Nachweisgrenze. Anti-HBe wird 
relativ  früh  im  Verlauf  der  Infektion  vom  Körper  gebildet,  ist  aber  meist  erst  wenige 
Wochen nach dem Verschwinden des HBeAg nachzuweisen.  Dieser  Wert bleibt  dann 
8
über einige Jahre positiv. Anti-HBc und besonders Anti-HBc der IgM-Klasse sind schon in 
der Frühphase der Erkrankung in hohen Titern vorhanden. Anti-HBc-IgM sinkt in sechs bis 
24 Monaten auf niedrige oder nicht mehr nachweisbare Titer ab, während Anti-HBc-IgG 
lebenslang positiv bleibt. Auch virusneutralisierendes Anti-HBs ist manchmal erst einige 
Monate  nach  der  Erkrankung  im  Serum  nachzuweisen,  es  wird  aber  meist  schon 
wesentlich früher vom Körper produziert und liegt dann mit HBsAg als Komplex im Serum 
vor.  Anti-HBs im Serum zeigt  die Überwindung der Infektion und die Entwicklung von 
wahrscheinlich  lebenslanger  Immunität  an.  Anti-HBs  bleibt  bei  80%  der  Patienten 
lebenslang nachweisbar [Gerlich, WH. und Schaefer, S., 2002], [Blaine Hollinger, F. und  
Liang, T., 2001].
Die Inkubationszeit umfasst ungefähr 45 bis 120 Tage. Nach dem Stadium der Inkubation 
folgt  das  Prodromalstadium,  welches  bei  Kindern  häufig  gekennzeichnet  ist  durch 
Erbrechen  und  Leibschmerzen  und  bei  Erwachsenen  durch  Glieder-  und 
Muskelschmerzen. Des Weiteren treten gastrointestinale Symptome und eine Abneigung 
gegen  Essen  und  Rauchen  auf.  Gleichzeitig  auftretende  flüchtige  Exantheme,  eine 
Polyarthritis und die sehr seltene Glomerulonephritis sind als Zeichen einer systemischen 
Immunreaktion zu werten. Dieses Stadium dauert meist einige Tage oder etwas länger als 
eine Woche.
In zwei Dritteln der Fälle verläuft die akute Erkrankung subklinisch und ohne Ikterus. Die 
übrigen Patienten klagen in der ikterischen Krankheitsphase, welche innerhalb der ersten 
10 Tage nach dem Auftreten von Symptomen beginnt, über Hautjucken und bemerken 
eine Gelbfärbung der Haut sowie eine Dunkelfärbung des Urins und eine Entfärbung des 
Stuhls. Es kann in dieser Phase auch zu hohem Fieber, Gelenkbeschwerden und anderen 
extrahepatischen  Begleiterkrankungen  kommen  wie  z.B.  Urtikaria,  Vaskulitiden, 
Myopathien, Begleitpankreatitiden, Aszites, Pleuraergüssen und Spider nävi.
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Die  klinisch  manifeste  akute  HBV-Infektion  weist  hohe  Serumtransaminasen  und  eine 
vergrößerte  Leber  auf.  In  der  folgenden  Rekonvaleszensphase  kann  die 
Leistungsfähigkeit  trotz  Normalisierung  der  Transaminasen  noch  über  einen  längeren 
Zeitraum eingeschränkt sein [Wedemeyer, H.H. und Manns, M.P. 1998].
Kommt  es  innerhalb  der  ersten  8  Wochen  der  Erkrankung  zu  einer  ausgedehnten 
Nekrose des Lebergewebes, liegt eine fulminante Hepatitis vor (ca. 1% der Patienten). 
Diese  ist  charakterisiert  durch  hohes  Fieber,  Oberbauchbeschwerden,  Erbrechen  und 
Ikterus. Dieser Verlauf  kann zu einer hepatischen Enzephalopathie führen, welche mit 
Koma  und  Krampfanfällen  assoziiert  ist. Früher  führte  die  fulminante  Hepatitis 
unbehandelt bei 70 - 90% dieser Patienten durch Aszites, Diathese, renale Dysfunktion 
und  zerebrale  Probleme  zum  Tod.  Heutzutage  wird  als  ultima  ratio  eine 
Lebertransplantation durchgeführt [Robinson, GL. 1995], [Wedemeyer, H.H. und Manns,  
M.P. 1998].
Abbildung 1: Verläufe verschiedener HBV-Infektionsformen [Gerlich, WH. und 
Schaefer, S., 2002]
1.3.4 Infektionsverlauf und Klinik der chronischen Hepatitis B
Von  chronischer  HBV-Infektion  spricht  man  definitionsgemäß,  wenn  HBsAg  über  6 
Monate  persistiert.  Rund  5% der  akuten  HBV-Infektionen  nehmen  einen  chronischen 
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Verlauf, wenn die Infektion im Erwachsenenalter  auftritt.  Bei Patienten über 60 Jahren 
wird die Chronizitätsrate mit ca. 10% angegeben. Kommt es dagegen zu einer Infektion in 
der  Perinatalperiode,  so  steigt  die  Chronizitätsrate  auf  ca.  90%.  Die  Persistenz  des 
HBeAg über einen Zeitraum von mehr als 10 Wochen gilt als prognostisch ungünstiges 
Zeichen.  Darüber hinaus  kann  die  Antikörperbestimmung  von  Anti-HBc-IgM  als 
Aktivitätsparameter  zur  Beurteilung  einer  chronischen  Lebererkrankung  dienen 
[Robinson, GL. 1995].
Der klinische Verlauf der chronischen HBV-Infektion kann sehr unterschiedlich sein und 
variiert von jahrelanger Beschwerdefreiheit chronischer HBV-Träger bis zu einer schnellen 
Progression  zur  Zirrhose  mit  Tod  des  Patienten.  Diejenigen  chronisch  infizierten 
Patienten,  bei  denen  es  keine  klinischen  oder  biochemischen  Belege  für  eine 
Lebererkrankung gibt, werden HBsAg-Träger genannt. Dabei unterscheidet man zwischen 
dem  hochvirämischen  („immuntolerantem“)  HBsAg-Trägerstatus  (>105 Kopien/ml, 
entspricht  2x10³  IU/ml)  und  dem  niedrigvirämischen  („inaktivem“)  HBsAg-Trägerstatus 
[Cornberg, M. et al. 2007].
Im Gegensatz dazu können bei Patienten mit chronischer HBV-Infektion, welche klinische 
Hinweise  auf  eine  Lebererkrankung  wie  anhaltend  erhöhte  Transaminasen  haben, 
anhand  der  Leberhistologie  zwei  Verlaufsformen  unterschieden  werden.  Die 
Leberhistologie bei chronisch persistierender Hepatitis ist lichtmikroskopisch durch eine 
chronisch  entzündliche  Infiltration  der  Portalfelder  bei  erhaltender  Läppchenarchitektur 
und geringer oder fehlender Fibrose gekennzeichnet.  In der Mehrzahl der Fälle ist der 
Allgemeinzustand dieser Patienten kaum beeinträchtigt. Die Prognose ist meist günstig, 
es sei denn, akute entzündliche Schübe würden durch Änderung der Abwehrlage zum 
Bild der chronisch aktiven Hepatitis führen [Schmid, M.1986] .
Kennzeichnend für die chronisch aktive Hepatitis B ist das histologische Bild der portalen 
Entzündung,  bestehend  aus  lymphozytären  Infiltraten.  Sie  greift  auf  das  benachbarte 
Leberparenchym über, und es entstehen „peace-meal-Nekrosen“ („Mottenfraß“), die das 
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Läppchen arrodieren und in schweren Fällen über Brückennekrosen zur Zerstörung der 
Läppchen führen können.
Die chronisch aktive Hepatitis B geht häufig in eine Leberzirrhose über. Dies geschieht 
meist  allmählich  über  Jahre  hinweg.  Remissionen,  d.h.  ein  Stillstand  der  Krankheit, 
können in jedem Stadium der Erkrankung eintreten, aber auch spontane Reaktivierungen 
kommen vor [Schmid, M.1986]. Die hepatische Zirrhose unterscheidet sich im Endstadium 
weder klinisch noch pathologisch-anatomisch eindeutig von Zirrhosen anderer Ätiologie. 
In Abhängigkeit  vom Verlauf  der entzündlichen Aktivität  der Leber  steht  am Ende der 
chronischen Virusinfektion die Ausbildung einer Leberzirrhose, auf deren Boden sich dann 
ein primäres Leberzellkarzinom entwickeln kann. 25 - 40% der chronisch HBV-infizierten 
Patienten  entwickeln  im  Laufe  ihres  Lebens  eine  Leberzirrhose  und/oder  ein 
hepatozelluläres  Karzinom (HCC).  Das Risiko  an einem hepatozellulären Karzinom zu 
erkranken, ist bei diesen Personen im Vergleich zu nicht HBV-infizierten Personen um 
den Faktor 100 erhöht [Wedemeyer, H.H. und Manns, M.P. 1998], [Yim, HJ und Lok, AS.,  
2006].
1.3.5 Therapie der chronischen HBV-Infektion
Zur Zeit sind zur Therapie der chronischen HBV-Infektion das Zytokin Interferon α (IFN-α) 
sowie  die  pegylierte  Form  (Peg-)  IFN-α und  mehrere  Nukleosid-/  Nukleotidanaloga 
zugelassen.
IFN-α wirkt sowohl direkt antiviral auf die Replikation des HBV, wahrscheinlich indem es 
den Einbau des RNA-Prägenoms in die Core-Partikel hemmt, so dass es zu einem Abfall 
der  HBV-Partikelzahl  im  Serum  kommt.  Zusätzlich  wirkt  es  aber  auch 
immunmodulatorisch  über  Steigerung  der  zellulären  Immunantwort  gegen  infizierte 
Hepatozyten  (über  T-Helfer-  und  NK-Zellen).  Peg-IFN-α ist  mit  Polyethylenglycol 
konjugiertes IFN, welches durch verminderte Elimination über die Niere eine verlängerte 
Halbwertszeit  gegenüber  Standard-IFN  hat.  Ansonsten  ist  das  Wirkungs-  und 
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Nebenwirkungsspektrum  von  Peg-IFN  und  Standard-IFN  fast  identisch.  Als 
Nebenwirkungen  treten  grippeähnliche  Beschwerden,  Schädigung  der  Blutbildung  und 
Induktion von Autoimmunphänomenen auf. Standard in der Verabreichung von IFN-α ist 
die Injektion von dreimal 5 - 10 Megaeinheiten wöchentlich für 4 - 6 Monate. Peg-IFN-α 
muss aufgrund der längeren Halbwertszeit  nur einmal wöchentlich injiziert  werden.  Mit 
dieser Dosierung erreicht man gute Effekte und ausreichende Toleranz [Cornberg, M. et  
al. (2007)],  [Osborn, M. und Lok, A., 2006]. In einer Studie über einen Therapiezeitraum 
von  24  Wochen  zeigte  die  Therapie  mit  Peg-IFN  allerdings  einen  besseren 
therapeutischen Effekt mit Reduktion der HBV-DNA-Level bei 19 - 28% der Patienten im 
Gegensatz zu einer Reduktion bei 12% der Patienten, welche mit Standard-IFN therapiert 
wurden [Marcellin, P. et al., 2005].
Eine  komplette  Ausheilung  (HBsAg-negativ)  unter  Interferontherapie  wird  selten 
beobachtet, so dass die Serokonversion von HBeAg nach Anti-HBe als Ausdruck einer 
reduzierten  HBV-Replikation  als  Therapieziel  definiert  wird.  Damit  verbunden  ist  die 
Reduktion der Mortalität und Morbidität, unabhängig von der Elimination des HBsAg. Die 
definitive Ausheilung mit Elimination von HBsAg kann sich über Jahre hinziehen. Gemäß 
einer Metaanalyse an 15 kontrollierten Studien erfolgte eine Serokonversion bei 33% der 
Behandelten  verglichen  mit  12%  der  Kontrollgruppen,  so  dass  etwa  20  -  25%  der 
Patienten  von  einer  Therapie  profitieren.  Günstige  Parameter  für  eine  erfolgreiche 
Therapie  sind  eine  hohe  entzündliche  Aktivität  (hohe  Transaminasen),  niedrige  HBV-
DNA-Level im Serum und HBeAg-Positivität  [Niederau, C. et  al.,  1996].  In bestimmten 
Fällen ist eine Interferontherapie nicht indiziert, unter anderem bei immunsupprimierten 
Patienten  wegen  einer  schlechten  Ansprechrate,  bei  Patienten  nach  einer 
Organtransplantation  unter  Immunsuppression  wegen  gehäuft  beobachteter 
Abstoßungsreaktionen  und  bei  Patienten  mit  HBV-bedingter  Leberzirrhose  wegen  der 
Gefahr der Dekompensation der Rest-Leberfunktion [Rote Liste 2005].
Ein schon seit längerem in Deutschland zugelassenes Nukleosidanalogon ist Lamivudin. 
Es hemmt die HBV-Polymerase  [Dienstag, JL. et al., 1995]. Lamivudin wird nach oraler 
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Gabe gut resorbiert und hemmt dosisabhängig die Replikation des HBV [Leung, N., 2000]. 
Bei 93 - 100% der behandelten Patienten sinkt die HBV-DNA unter der Therapie auf ein 
nicht  nachweisbares  Niveau  ab  und  bei  mehr  als  der  Hälfte  der  Patienten  kann 
histologisch  eine Verbesserung der  Hepatitis  festgestellt  werden  [Dienstag,  JL.  et  al.,  
1999],  [Lai,  CL.  et  al.,  1998].  Das  Virustatikum ist  gut  verträglich.  Da die  Lamivudin-
Therapie nicht zur vollständigen Elimination des Virus führt und bei fast allen Patienten 
nach  Absetzen  der  Therapie  wieder  HBV-DNA  nachweisbar  ist,  ist  eine  lebenslange 
Therapie theoretisch angezeigt [Lok, A. et al., 2001]. Ein Problem der Langzeittherapie ist 
die Resistenzentwicklung, zu der es bei ca. 24% der Patienten im ersten Therapiejahr 
kommt und im Verlauf zunimmt auf ca. 38% im zweiten Jahr und ca. 50% im dritten und 
67% im vierten Jahr  [Marcellin, P. et al., 2005]. Verantwortlich dafür sind Mutationen im 
Bereich des HBV-Polymerase-Gens. Bei Auftreten von Resistenzen kann Adefovir,  ein 
Nukleotidanalogon  mit  ähnlicher  Wirksamkeit  wie  Lamivudin  aber  deutlich  geringerer 
Tendenz zur Resistenzentwicklung eingesetzt  werden.  Eine Therapie über 48 Wochen 
zeigte einen signifikanten Abfall der HBV-Viruslast, eine deutliche Erhöhung der HBeAg-
Konversionsrate und eine Besserung der histologischen Entzündungsaktivität. Als beste 
Dosierung stellte sich die orale Gabe von 10 mg pro Tag heraus. Nach Absetzen der 
Therapie  wurden  Reaktivierungen  der  Infektion  beobachtet,  so  dass  auch  hier  eine 
dauerhafte Therapie angezeigt ist [Malik, AH. et al., 2000], [Marcellin, P. et al., 2005]. 
Vor  kurzem  wurden  weitere  Nukleosidanaloga  zur  Therapie  der  HBV-Infektion 
zugelassen:  z.B.  Entecavir.  Klinische  Untersuchungen  zeigten,  dass  es  die  HBV-
Replikation  wirksamer  hemmt  als  Lamivudin  und  sich  weitaus  weniger  Resistenzen 
entwickeln.  Bei  Patienten  ohne  vorherige  Nukleosidtherapie  wurde  nach  zwei  Jahren 
Therapie  mit  Entecavir  keine  Resistenz  nachgewiesen,  nur  bei  einigen  Patienten  mit 
vorbestehender  Lamivudin-resistenter  HBV-Infektion  kam es nach einjähriger  Therapie 
dazu [Colonno, RJ. et al., 2004].
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Es  wurden  bereits  einige  Studien  zu  Kombinationstherapien  durchgeführt,  aber  die 
Ergebnisse waren mit denen der Monotherapie zu vergleichen und zeigten keine Vorteile 
[Marcellin, P. et al, 2004], [Lau, GK. et al, 2005].
Die Therapie des HCC als  Folge einer  chronischen HBV-Infektion  ist  bisher  ebenfalls 
unbefriedigend. Eine chirurgische Resektion der entsprechenden Lebersegmente ist bei 
meist vorgeschädigter Leber oft nicht ohne Probleme möglich. Nach Lebertransplantation 
kommt es häufig zu einer Rekurrenz des HCC im Transplantat. Unbehandelt beträgt die 
mittlere Überlebensdauer nach Diagnose unter einem Jahr [Suarez, Y. et al., 2000].
Alle  möglichen  Therapieoptionen  können  HBV  nicht  vollständig  eliminieren,  daher  ist 
meist eine dauerhafte Therapie angezeigt. Selbst bei einer erfolgreichen Therapie kann 
es zu Rückfällen kommen, so dass eine lebenslange Kontrolle der Erkrankung nötig ist. 
Zusammenfassend gibt  es bisher  noch keine kurative Therapie der chronischen HBV-
Infektion und der Spätfolgen, so dass neue Therapieoptionen notwendig sind. 
1.4 Das Woodchuck-Hepatitis-Virus
Das amerikanische Waldmurmeltier (Woodchuck, Marmota monax), mit seinem für diese 
Tierart  spezifischen  Woodchuck-Hepatitis-Virus  (WHV),  stellt  ein  wichtiges  Modell  zur 
weiteren Erforschung des HBV dar.
Das WHV ist auch ein Vertreter der Familie der Hepadnaviridae und wurde im Jahre 1978 
entdeckt,  als  den  auffällig  häufig  auftretenden  Fällen  des  hepatozellulären  Karzinoms 
(HCC)  bei  Woodchucks  des  Philadelphia  Zoos  auf  den  Grund  gegangen  wurde 
[Summers, J. et al.,  1978]. Es stellte sich als geeignetes Modell zur Untersuchung der 
humanen HBV-Infektion heraus, da es sehr große Ähnlichkeiten in der Morphologie, den 
Genomprodukten, der Replikation, dem Infektionsverlauf und dem Krankheitsverlauf mit 
der Entwicklung eines HCC aufweist [Korba, BE. et al., 1989], [Roggendorf, M. und Tolle,  
TK., 1995].
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Die Virionen des WHV haben einen Durchmesser von 45 nm und die Virushülle besteht 
wie  beim  HBV  aus  drei  viruskodierten  Proteinen  (S-WHs,  M-WHs,  L-WHs)  und  aus 
Lipiden der Wirtszelle. Das Nukleokapsid enthält die partiell doppelsträngige DNA. Neben 
den kompletten Virionen findet man im Plasma infizierter Woodchucks, vergleichbar mit 
dem Plasma HBV-infizierter Menschen, auch leere, sphärische oder tubuläre Partikel, die 
aus den drei viralen Oberflächenantigenen und Lipiden der Wirtszelle aufgebaut sind. Das 
WHV-Genom ist mit einem Umfang von 3300 Nukleotiden ein wenig umfangreicher als 
das HBV-Genom, welches aus 3200 Nukleotiden besteht [Blaine Hollinger, F. und Liang,  
T., 2001]. Die Genomorganisation ist bei beiden Viren identisch [Kodama, K. et al., 1985]. 
Auch die Replikation des Virus verläuft bei HBV und WHV analog und ist weiter oben 
erläutert.  Es wird angenommen, dass der Weg der WHV-Infektion auch über Blut und 
andere Körperflüssigkeiten abläuft. Die Prävalenz der chronischen WHV-Infektion unter 
amerikanischen Waldmurmeltieren ist in den verschieden Staaten der Ostküste Amerikas 
dabei allerdings sehr unterschiedlich. In einigen Staaten wie Delaware und Maryland ist 
das WHV endemisch und es gibt bis zu 30% chronisch infizierte Tiere, in anderen Staaten 
wie New York oder New England sind chronisch infizierte Tiere dagegen gar nicht zu 
beobachten.  Auf  die europäischen  Waldmurmeltiere (Marmota marmota)  ist  das WHV 
nicht übertragbar.
Bei  der  experimentellen  Inokulation  von standardisierten  Mengen  an WHV zeigten  im 
Labor gezüchtete, neugeborene Woodchucks eine gleichartige Kinetik der WHV-Infektion 
und eine voraussagbar hohe Chronizitätsrate von ca. 60 – 75%. Bei WHV-Inokulation von 
juvenilen oder erwachsenen Tieren wurden dagegen nur ca. 5% chronische WHV-Träger 
beobachtet [Menne, S., Cote, PJ. 2007]. Die  Inkubationszeit der WHV-Infektion beträgt 
bei  Woodchucks  ca.  8 -  14 Wochen.  Der  erste Marker  der  viralen  Replikation  ist  bei 
experimenteller  Infektion  die  WHV-DNA,  welche  ca.  3  -  8  Wochen  nach  Inokulation 
auftritt. WHsAg und WHcAg sind ca. 4 Wochen nach Inokulation in der Leber nachweisbar 
und Anti-WHc nach ca. 6 Wochen [Ponzetto, A. et al., 1984].
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1.5 Zytokine und ihre Bedeutung für die HBV-Replikation
In der Immunpathogenese viraler Infektionen spielen Zytokine eine bedeutende Rolle in 
der  unspezifischen  Abwehr.  Zu  den  Zytokinen  gehören  neben  den  verschiedenen 
Interferonen  auch  Interleukine,  Tumornekrosefaktoren  und  Wachstumsfaktoren.  Diese 
Stoffe  haben  ganz  verschiedene  antivirale,  antiproliferative  und  immunmodulatorische 
Wirkungen. Im Rahmen der Immunantwort auf eine HBV-Infektion haben Interleukin 12 
(IL-12) und Interferon γ (IFN-γ) eine besondere Bedeutung.
1.5.1 Interleukin 12
IL-12  wurde  1990  erstmals  als  „cytotoxic  lymphocyte  maturation  factor“  (CLMF) 
beschrieben [Stern, AS. et al., 1990]. Es spielt eine wichtige Rolle für die Immunantwort 
bei viralen Infektionen. Die heterodimere Struktur von IL-12 hat zwei Untereinheiten von 
35 kDa und 40 kDa, welche über eine Disulfidbrücke verbunden sind [Stites, DP. et al.,  
1997]. Hauptsächlich produziert wird es von B-Zellen und Makrophagen nach Kontakt mit 
Fremdantigen [Lamant, AG. et al., 1996].
IL-12  hat  verschiedene  immunmodulatorische  Effekte.  Dabei  unterstützt  es  die  Th1-
Antwort über unterschiedliche Wege. Zum einen fördert es die Differenzierung naiver Th0-
Zellen in Richtung Th1-Zellen, anstatt in Th2-Zellen [Scott, P., 1993], [Seder, RA. et al.,  
1996]. Allerdings wird die Th2-Antwort auch nicht unterdrückt [Bliss, J. et al., 1996]. Th1-
Zellen produzieren IL-2 und IFN-γ und unterstützen über die Aktivierung der Makrophagen 
die  zelluläre  Immunantwort.  IL-12 dient  dabei  als  Kostimulans  neben  IL-2  und TNF-α 
dazu, die maximale IFN-γ-Produktion der Th1-Zellen zu erreichen [Locksley, RM., 1993],  
[Trinchieri, G. et al., 1994].
Zusätzlich kann IL-12 die unspezifische Abwehr durch erhöhte Aktivität von natürlichen 
Killerzellen verstärken und die spezifische Abwehr in Form einer verstärkten zytolytischen 
T-Lymphozytenantwort (CTL-Antwort) fördern. Dies geschieht entweder über den direkten 
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Effekt von IL-12 auf CD8+-Zellen oder über den indirekten Weg der erhöhten Th1-Aktivität 
[Mehrota, PT. et al., 1993], [Rossol, S. et al., 1997].
Durch  die  genannten  Eigenschaften  bietet  IL-12  verschiedene  Möglichkeiten  für  den 
therapeutischen  Einsatz  bei  chronischer  Hepatitis  B.  So  wurde  in  Versuchen  im 
Mausmodell  zusätzlich zum antiviralen  Effekt  ein potenter  Antitumor-Effekt  festgestellt, 
der  möglicherweise  neben  der  T-Zell-Aktivierung  und  erhöhtem IFN-γ auch  auf  einen 
antiangiogenen Effekt zurückzuführen ist  [Gately, MK., 1997]. Der Antitumor-Effekt ist T-
Zell-abhängig  und  wird  besonders  über  die  verschiedenen  Effekte  des  IFN-γ 
hervorgerufen  [Fujiwara,  H. et  al.,  1995].  Die antivirale Wirkung ist  im Mausmodell  an 
unterschiedlichen  Viruserkrankungen  getestet  worden.  Zum  Beispiel  wurde  die  HBV-
Replikation  nachweislich  bei  IL-12-Therapie  unterdrückt.  Auch  dabei  wirkt  IL-12 
besonders über die Induktion von IFN-γ [Ozmen, L. et al., 1995], [Cavanaugh, VJ. et al.,  
1997].  Durch die Behandlung mit  IL-12 verschwand zytoplasmatisches HBcAg aus der 
Leber und aus der Niere der behandelten transgenen Mäuse.
1.5.2 Interferon γ
Interferone umfassen verschiedene, miteinander nicht verwandte Proteinklassen, welche 
eine  wichtige  Rolle  bei  der  Abwehr  viraler  Infektionen  spielen.  Dabei  hemmen  die 
Interferone die virale Replikation in den infizierten Wirtszellen  [Kakumu, S. et al., 1994]. 
IFN-γ wird, wie oben schon erwähnt, hauptsächlich von Th1-Zellen, NK-Zellen und CD8+-
Zellen produziert. Es aktiviert Makrophagen, NK-Zellen und T-Zellen, so dass diese ihre 
Effektorfunktionen ausführen können. Dazu gehören unter anderem die Produktion von 
weiteren immunmodulatorischen und antiviralen Zytokinen. Des Weiteren beeinflusst auch 
IFN-γ die  T-Zell-Differenzierung  in  Richtung  Th1-Zellen.  Außerdem  induziert  es  die 
Expression der MHC-Klasse-I-Moleküle. Dadurch erhöht sich die Anfälligkeit von frisch mit 
Virus infizierten Zellen gegenüber zytotoxischen CD8+-T-Zellen [Bertoletti, A. et al., 1991].
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Im  transgenen  Mausmodell  konnte  gezeigt  werden,  dass  die  IL-12  vermittelte  IFN-γ- 
Produktion zu einer Unterdrückung der HBV-Replikation führte  [Cavanaugh,  VJ. et  al.,  
1997]. Bei den Versuchen, in denen bei den transgenen Mäusen IFN-γ über Antikörper 
geblockt wurde, lagen die HBV-DNA-Level wesentlich höher als bei den Tieren, in denen 
IFN-γ nicht geblockt wurde [Cavanaugh, VJ. et al., 1997], [Guidotti, LG. und Chisari, FV.,  
2001].
In den Versuchen dieser Arbeit wurde die IFN-γ-Produktion nach IL-12-Stimulation in In-
vitro-  und  In-vivo-Versuchen  im  Woodchuck-Modell  getestet.  Aufgrund  des  ähnlichen 
Verlaufs  der  HBV-  und  WHV-Infektion  ist  dieses  Modell  zur  Charakterisierung  der 
antiviralen Wirkung dieser Zytokine geeignet.
1.6 Ziele
Mit den Versuchen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob humanes oder murines IL-12 
über Induktion der IFN-γ-Produktion zur Therapie der chronischen WHV-Infektion geeignet 
sind. In einem weiteren Ansatz soll die Rolle von IFN-γ in der chronischen vs. der akuten 
WHV-Infektion charakterisiert werden. Im Einzelnen wurden folgende Ziele angestrebt:
1. Die  Stimulation  von  peripheren  Blutlymphozyten  naiver  und  chronisch  WHV-
infizierter Woodchucks mit rhIL-12 oder rmIL-12 in vitro soll  die Produktion von 
IFN-γ induzieren.
2. Die Therapie chronisch WHV-infizierter Woodchucks mit rhIL-12 in vivo soll über 
Stimulation der IFN-γ-Produktion die Virämie reduzieren.
3. In dieser Arbeit  soll  außerdem die Rolle  von IFN in der Ausheilung der akuten 
WHV-Infektion  im  Zusammenhang  mit  dem  Verlauf  der  Virämie  und  der 
Leberzellschädigung charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden  
2.1 Material
2.1.1 Zellen
Woodchuck-Hepatoma-Zelllinie 12/6 Freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 
P. Banasch, Heidelberg, Deutschland.
2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien
24-Loch-Platte Greiner  bio-one  GmbH  (Frickenhausen, 
Deutschland )
AIM-V-Medium Life Technologies (New York, USA )
Avidin Sigma  Diagnostics  (Steinheim,  St.  Louis, 
USA )
Eppendorfgefäße 
(unterschiedliche Grössen)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland )
Ficoll-Lösung Biochrom AG (Berlin, Deutschland )
Flachboden-Mikrotiterplatte (96-well) Becton Dickinson  Labware  (Meylan  Cedex, 
Frankreich )
Fötales Kälberserum (FKS) Cytogen (Berlin, Ober-Märlen, Deutschland )
Gewebekulturflaschen Greiner bio-one GmbH
Ketamin Hexal (Holzkirchen, Deutschland )
Kristallviolett Sigma Diagnostics
Leuco-Sep-Röhrchen Greiner bio-one GmbH
Nitrozellulosemembran Amersham (Braunschweig, Deutschland )
OPD-Tablette Sigma Diagnostics 
PBS (pH:7,2) Apotheke  Universitätsklinikum  Essen 
(Deutschland )
Penicillin und Streptomycin PAA Laboratories GmbH (Linz, Österreich)
Perhydrol (30% H2O2) Merck (Darmstadt, Deutschland )
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PHA Murex (Dartford, England)
Pipettierspitzen Eppendorf
POD-Stoplösung Dade Behring (Marburg, Deutschland )
Polyklonaler Anti-wIFN-γ-AK 
(aus Kaninchen)
B. Lohrengel / M. Lu (Essen, Deutschland )
PP-Röhrchen 15ml und 50ml Greiner bio-one GmbH
RhIL-12 Genetics Institute Inc. (Cambridge, USA )
RmIL-12 Genetics Institute Inc.
RwIFN-γ B. Lohrengel / M. Lu
SDH-Test-Kit Sigma Diagnostics 
Serumalbumin Serva (Heidelberg, Deutschland )
Tetrazyklin Boehringer (Mannheim, Deutschland )
Trypsin Cytogen (Berlin, Ober-Märlen, Deutschland )
Tryptanblau Life Technologies (New York, USA )
Tween 20 Merck
Zellkulturmedien Cytogen
2.1.3 Geräte
Brutschrank Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland )
Mehrfachpipetten Eppendorf
Mikroskop Zeiss (Jena, Deutschland )
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2.2 Methoden
Mit  Hilfe  der  folgenden  Methoden  sollte  überprüft  werden,  ob  durch  eine  IL-12-
Stimulierung die Produktion der körpereigenen, antiviralen Substanz Interferon angeregt 
wird. Dazu wurden In-vitro- und In-vivo-Experimente am Woodchuck-Modell durchgeführt.
2.2.1 Gewebekultur
Für  den Bioassay wurden Zellen  der  Woodchuck-Hepatoma-Zelllinie  12/6 benutzt,  um 
woodchuckspezifisches IFN (wIFN) nachweisen zu können. Diese 12/6-Zellen wurden in 
Gewebekulturflaschen  mit  40  ml  vorbereitetem  Medium  im  Brutschrank  bei  37°C 
aufbewahrt. Dem benötigtem Medium, HAM’s F12, wurden noch 100 Units/ml Penicillin, 
100 mg/ml Streptomycin und 0,01 mg/ml Tetrazyclin und zusätzlich zum Schutz vor Pilzen 
auch 0,25 µg/ml Amphotericin B zugefügt. Als Nährstoffquelle wurde Fötales Kälberserum 
(FKS) zugesetzt. Dieses Medium wurde 1 - 2 Mal pro Woche gewechselt, und die Zellen 
wurden in regelmäßigen Abständen unter sterilen Bedingungen passagiert. Dazu wurde 
das Medium aus der Gewebekulturflasche abgegossen und die Zellen zweimal mit ca. 20 
ml PBS gewaschen, damit keine Reste des Mediums die Trypsin-Wirkung beeinflussen 
konnten. Zur enzymatischen Ablösung der Zellen von dem Boden der Zellkulturflasche 
wurden  2  -  3  ml  Trypsin  zugegeben.  Die  Ablösung  erfolgte  nach  ca.  5  Minuten.  Um 
Schädigung der Zellen zu vermeiden, mussten diese sofort in ca. 80 ml neuem Medium 
aufgenommen  werden.  Diese  Zellsuspension  wurde  dann  auf  zwei  Kulturflaschen 
aufgeteilt,  welche im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert  wurden. Nach ca. 1 
Woche lag ein konfluenter Zellrasen vor und die Zellen konnten wieder gesplittet werden.
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2.2.2 Isolierung und Stimulierung peripherer Blutlymphozyten
Die  In-vitro-Versuche  wurden  mit  peripheren  Blutlymphozyten  von  Woodchucks 
durchgeführt. Um diesen Tieren Blut aus einer Beinvene abnehmen zu können, wurden 
sie  mittels  einer  Injektionsnarkose  in  den  Glutealmuskel  narkotisiert.  Üblicherweise 
werden  dazu  1  ml  Xylazin  (2%  Xylazinhydrochlorid)  und  4  ml  Ketamin  (10% 
Ketaminhydrochlorid) verwendet.
Zur  Gewinnung  der  peripheren  Blutlymphozyten  wurde  das  EDTA-Blut  (1:2  mit  PBS 
verdünnt)  steril  über  16  ml  Ficoll-Lösung  in  ein  50-ml-Leuco-Sep-Greiner-Röhrchen 
geschichtet und dann ca. 10 Minuten zentrifugiert (1600 U/min). Der „Lymphozytenring“ 
oberhalb  des  Filters  wurde  vorsichtig  abpipettiert  und in  ein  Greiner-Röhrchen  gefüllt, 
welches dann mit PBS auf 50 ml aufgefüllt  wurde. Anschließend wurden die Röhrchen 
zuerst für 10 Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert, der Überstand abgegossen, die Zellen 
resuspendiert  und  das  Röhrchen  wieder  mit  PBS  auf  50  ml  aufgefüllt.  Dieser 
Waschvorgang wurde noch zwei Mal wiederholt. Die Zellen wurden dann in 10 ml AIM-V-
Medium aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Zählkammer. 
Dazu  wurden  50  µl  der  Zellsuspension  1:2  mit  Tryptanblau  gemischt,  um  alle 
abgestorbenen Zellen blau zu färben. Nach Ermittlung der Gesamtzellzahl wurde diese 
auf eine Konzentration von 1 x 106 pro ml eingestellt. Den Zellen wurde noch 2 µl PHA pro 
ml  zur  unspezifischen  Stimulation  hinzugegeben.  Die  eine  Hälfte  der  Zellsuspension 
wurde  belassen  und  der  anderen  wurden  verschiedene  Konzentrationen  rhIL-12  oder 
rmIL-12 pro ml zugefügt. Beide Suspensionen wurden mit je 1 ml pro well auf eine 24-
Loch-Platte verteilt. Die Platten wurden im 37°C-CO2-Brutschrank inkubiert und nach drei 
Stunden (= Nullwert) und an den folgenden drei Tagen wurden aus jedem well vorsichtig 3 
x 100 µl der Überstände in sterile Eppendorftubes pipettiert. Diese Proben wurden sofort 
bei -20° eingefroren.
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2.2.3 Bioassay
Der Gehalt an IFN in diesen Überständen wurde mit Hilfe eines Bioassays bestimmt. IFN-
γ und IFN-α schützen einige Zelllinien vor einer Infektion mit einem Virus, in diesem Fall 
dem Enzephalomyokarditisvirus (EMCV). 
Für den Bioassay wurde eine Flachboden-Mikrotiterplatte mit 12/6-Zellen beschickt. Für 
eine  MTP  wurde  eine  mit  12/6-Zellen  dicht  besiedelte  mittlere  Gewebekulturflasche 
benötigt. Diese wurde mit PBS zwei Mal gründlich gewaschen, bevor die Zellen mit ca. 5 
ml  Trypsin  wenige  Minuten  im  Brutschrank  inkubiert  wurden.  Die  abgelösten  Zellen 
wurden  dann  in  20 ml  HAM‘s  F12-Medium,  welches  mit  10% FKS angereichert  war, 
aufgenommen  und  gut  vermischt.  In  jeden  Napf  der  MTP  wurde  unter  sterilen 
Bedingungen je 200 µl dieser Suspension gefüllt. Die MTP wurde im CO2-Brutschrank bei 
37°C inkubiert, um einen konfluenten Zellrasen zu erhalten. 
Nach 24 Stunden wurde die MTP mit rekombinantem IFN-γ als Positivkontrolle und den 
Proben beschickt. Unter sterilen Bedingungen wurde das Medium vom Vortag aus den 
Näpfen abgegossen  und je  100  µl  HAM‘s  F  12-Medium ohne Zusätze in  jeden  Napf 
vorgelegt. Die eigentliche Beschickung mit  den Proben erfolgte dann mit einer Positiv- 
und Negativkontrolle in Doppelansätzen. Als Negativkontrolle wurden in die ersten beiden 
Spalten weitere 100 µl HAM‘s F12-Medium ohne Zusätze gefüllt und als Positivkontrolle 
wurde rekombinantes wIFN-γ in einer Verdünnung von 1:200 (d.h. 1 µl rwIFN-γ auf 100 µl 
Medium) verwendet.
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Dieses  rwIFN-γ wurde  von  Frau  Dr.  Lohrengel  isoliert  [Lohrengel,  B.  et  al.,  1998]. 
Anschließend wurden die Proben und Kontrollen,  die in  Reihe A aufgetragen wurden, 
seriell in einer Titrationsreihe 1:2 verdünnt. Nach diesem Vorgehen wurde die Platte für 
weitere 20 Stunden im 5%-CO2-Brutschrank inkubiert. 
Am dritten Tag wurde nach Entfernen des Mediums vom Vortag EMCV 1:10000 in HAM’s 
verdünnt  und in  alle  Näpfe,  außer  der  der  Negativkontrolle,  pipettiert.  In  diese  wurde 
ausschließlich 100 µl Medium ohne Zusätze gefüllt.
Abbildung 2: Versuchsaufbau der In-vitro-Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten von Woodchucks
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Nach weiteren 16 -  24 Stunden Inkubation (37°, 5% CO2)  wurde die MTP am 4. Tag 
angefärbt  und  abgelesen.  Angefärbt  wurden  die  Zellen  mit  verdünnter  Kristallviolett-
Lösung. 50 µl dieser Lösung wurden mit einer Mehrfachpipette zu den schon vorhanden 
100 µl in jeden Napf pipettiert und sofort danach abgegossen und abgespült. Das EMC-
Virus bewirkt einen zytopathischen Effekt. Die infizierten Zellen sterben ab und lösen sich 
vom Boden der MTP. Interferon schützt vor der Infektion und unter dem Mikroskop sind 
dann unveränderte Zellen zu sehen. Durch diese Vitalfärbung mit  Kristallviolett-Lösung 
konnte  der  Gehalt  an  IFN  über  den  Anteil  lebender  Zellen  nach  EMCV-Infektion 
gemessen werden.
2.2.4 Enzymimmunoassay (ELISA)
Einige Überstände der peripheren Blutlymphozyten, die im Bioassay einen hohen IFN-
Titer  gezeigt  hatten,  wurden  in  einem  von  Frau  Dr.  Lohrengel  entwickelten  ELISA 
untersucht, um zu differenzieren, ob der schützende Effekt im Bioassay durch IFN-α oder 
-γ vermittelt war. Die MTP wurde mit einem polyklonalen AK aus Kaninchen gegen das 
rwIFN-γ (1:100 in Carbonatpuffer;100 µl) gecoatet (Inkubation über Nacht bei 4°C). Am 
nächsten Tag wurde die Flüssigkeit  abgegossen und die MTP drei  Mal mit  Tween 20 
gewaschen (5 ml Tween (Polyoxyethylensorbitanmonolaerat) auf 1 Liter PBS- Lösung). 
Danach wurde mit 10 - 20% Serumalbumin geblockt (1 Stunde bei 37°C). Nach erneutem 
dreimaligem Waschen mit Tween 20 wurden 100 µl der Proben oder der Kontrollen auf 
die MTP gegeben, zu je 100 µl vorgelegtem PBS pro well. Anschließend wurde titriert. In 
einer  zwei-stündigen  Inkubation  bei  37°  konnte sich  IFN-γ,  soweit  vorhanden,  an den 
gebundenen polyklonalen Anti-IFN-γ-AK binden, bevor sie wieder drei Mal mit Tween 20 
gewaschen wurde. Danach wurde ein polyklonaler, biotinylierter AK gegen wIFN-γ in einer 
1:400 Lösung auf die MTP gegeben. Diese wurde dann eine weitere Stunde bei 37°C 
inkubiert. Der zweite AK reagiert mit dem vorher gebildeten Immunkomplex und ist mit 
dem  Enzym  Biotin  kovalent  gebunden.  Dieses  Enzym  setzt  das  Substrat  Avidin  in 
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Abhängigkeit zur Enzymkonzentration und damit zur IFN-γ-Konzentration um. Nach einem 
weiteren Waschgang wurde Avidin in einer 1:1000-Lösung auf die wells der MTP gefüllt 
und für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Während des nächsten dreimaligen Waschganges 
wurde eine OPD-Tablette in 10 ml PBS aufgelöst. Der letzte Waschpuffer wurde in den 
wells belassen. Diesem wurde je 100 µl der Mischung mit der aufgelösten OPD-Tablette, 
der kurz vor Gebrauch noch 10 µl H2O2 (Perhydrol 30% H2O2) zugeführt wurden, hinzu 
pipettiert. Die MTP ließ man 30 Minuten mit einem Deckel abgedunkelt stehen, bis eine 
Reaktion in Form eines gelben Farbumschlages zu sehen war. Abschließend wurden je 
100 µl einer POD-Stoplösung jedem Napf zugefügt. Durch die photometrisch messbare 
Farbintensität konnte eine Aussage zum IFN-γ-Titer der Proben gemacht werden.
2.2.5 Spot-Blot-Hybridisierung 
Um den Effekt der IL-12-Therapie auf die WHV-Replikation beurteilen zu können, wurde 
der WHV-DNA-Level im Serum mittels Spot-Blot-Hybridisierung semiquantitativ bestimmt. 
Diese Methode dient dem quantitativen Nachweis, ist allerdings weniger sensitiv als eine 
PCR (Nachweisgrenze ca. 10⁵ Kopien/ml).
Auf eine Nitrozellulosemembran wurden je 5 µl der Serum-Proben aufgetropft. Nach 10-
minütiger  Trocknungszeit  wurde  diese  Nitrozellulosemembran  nacheinander  in  drei 
verschiedene  Lösungen  für  jeweils  10  Minuten  gelegt.  Die  erste  Lösung  war  eine 
Denaturierungslösung,  die  sich  aus  0,5  M  NaOH  und  1,5  M  NaCl  zusammensetzte, 
danach folgte eine Neutralisierungslösung aus 2 M NaCl und 1 M Tris mit einem pH von 
5,5 und die letzte war die 2 x SSPE-Lösung mit 0,36 M NaCl, 2 mM EDTA und 0,02 M 
Natriumphosphat. Nach dem Abkippen der letzten Lösung wurde die Membran von jeder 
Seite mit UV-Licht fixiert. Die Proben wurden mit einer WHV-spezifischen Sonde markiert, 
die mit p32 gelabelt wurde. Dies wurde 16 Stunden inkubiert und anschließend mehrfach 
gewaschen.
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Anhand der Größe und Intensität der gefärbten Spots konnte die Virämie semiquantitativ 
abgelesen werden.
2.2.6 WHV Polymerase Ketten Reaktion (WHV-PCR)
Um die  Effekte  des  IFN-γ nach  der  IL-12-Stimulation  deutlich  zu  machen,  wurde  die 
Virämie in Form der WHV-DNA im Serum bei den Woodchucks #14622, #14623, #14624 
und #14632 mit der Methode der WHV-PCR bestimmt. Die WHV-PCR zum Nachweis der 
Virämie  ist  rein  qualitativ,  aber  im  Vergleich  zur  Spot-Blot-Hybridisierung  sensitiver 
(Nachweisgrenze ca. 103  Kopien/ml). Diese Versuche wurden freundlicherweise von der 
MTA Anja Mayer durchgeführt und für diese Dissertation zur Verfügung gestellt. 
Zuerst wurde die DNA aus der Serumprobe mit  Hilfe des QIAamp DNA Mini  Kit  nach 
Angaben des Herstellers extrahiert.  Danach erfolgte der Ansatz zur Amplifizierung des 
DNA-Stückes mit 8 µl Wasser, 2 µl MgCl2, Primer, 2 µl Nukleotiden, 2,5 µl Puffer und 0,5 
µl Taq-Polymerase. Dieser Ansatz wurde zum Schutz vor Verdunstung mit einem Tropfen 
Mineralöl  beschichtet,  bevor  5  µl  der  Probe  mit  der  Spitze  durch  diese  Schicht  dem 
Ansatz zugefügt wurden. Die beiden Primer waren WC-1 (5´-TGG GGC CAT GGA CAT 
AGA TCC-3´)  und  WC-2  (CAT TGA ATT CAG CAG TTG GCA GCA GG).  Bei  einer 
Temperatur von 94° wurde der Ansatz in den Zykler gestellt und für 10 Minuten belassen. 
Anschließend liefen in einer 30 Mal wiederholten Folge drei Schritte ab. Zur Aufspaltung 
des DNA-Doppelstranges fing der Zyklus mit 1 Minute bei 94° an, dann folgte 1 Minute bei 
der  Annealingtemperatur  von 65°  zur  Anheftung  der  Primer  und zur  Replizierung  der 
primermarkierten  DNA  folgten  als  dritter  Schritt  2  Minuten  bei  72°.  Nach  den  30 
Wiederholungen wurde die Probe noch einmal für 7 Minuten auf der Temperatur von 72° 
gehalten und danach auf 4° abgekühlt. Das Gel zur Darstellung der DNA-Banden wurde 
selber hergestellt.  Dafür wurde 1 g Agarose mit 100 ml selbsthergestelltem TBE-Puffer 
aufgekocht und gut verrührt. Diesem Gemisch wurde noch 5 µl Ethidiumbromid zugefügt, 
bevor  es  in  eine  Gelkammer  gegossen  wurde.  Nach  dem  Abkühlen  wurde  in  die 
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vorgefertigten  Slots  jeweils  5  µl  selbsthergestellter  Laufpuffer  und  5  µl  des  PCR-
Produktes gefüllt. In der Positivkontrolle werden 100 Standardbasenpaare zum Laufpuffer 
gegeben und in den linken Slot gefüllt. An das Gel wurde für 30 Minuten ein elektrisches 
Feld  von  70  mA  angelegt.  Danach  lassen  sich  die  Banden  unter  UV-Licht  sichtbar 
machen.
Phase 1. PCR
Denaturieren 10 min bei 94°C
Denaturieren 1 min bei 94°C
30 ZyklenAnnealing 1 min bei 65°C
Elongation 2 min bei 72°C
Delay 7 min bei 72°C
Abkühlung Auf 4°C
Abbildung 3: Ablauf der WHV-PCR
2.2.7 SDH-Testung (Sorbitol-Dehydrogenase)
Im Serum der Testtiere wurde zusätzlich zu den schon genannten Versuchen mit dem 
Test der Firma Sigma Diagnostics SDH gemessen. SDH ist normalerweise nur zu einem 
geringen Anteil  im Serum vorhanden. Der Anstieg dieses Leberenzyms im Serum lässt 
auf  eine  Leberparenchymschädigung  schließen,  die  bei  unseren  Testtieren  durch  die 
Infektion  mit  WHV  induziert  sein  kann.  Das  Prinzip  beruht  auf  der  katalysierenden 
Wirkung des SDH bei der Reduktion von Fructose zu Sorbitol. Das dabei von NADH zu 
NAD oxidierte Koenzym wird mittels des Spektrophotometers gemessen.
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2.2.8 Vorgehensweise
Um  den  Effekt  von  rhIL-12  auf  die  IFN-Produktion  von  naiven  und  chronisch  WHV-
infizierten  Woodchucks  zu  überprüfen,  wurden  In-vitro-  und  In-vivo-Versuche 
durchgeführt.  Die  Woodchucks  für  diese  Versuche  wurden  bei  North  Eastern  Wildlife 
(Ithaca,  NY)  erworben.  Die  Experimente  wurden  geprüft  und  genehmigt  durch  das 
Zentrale Tierlabor Essen und die Bezirksregierung Düsseldorf.
2.2.8.1 In-vitro-Vorversuche zur Dosisfindung von IL-12
Für  die  Durchführung  der  In-vitro-Vorversuche  wurden  periphere  Blutlymphozyten  der 
naiven  Woodchucks  #880  und  #881  wie  unter  2.2.2  beschrieben  aus  dem  Blut  der 
Woodchucks durch eine Ficoll-Trennung gewonnen. 1 x 106 Zellen/ml wurden zum einen 
mit  2  µl  PHA/ml  allein  stimuliert  oder  mit  2  µl  PHA/ml  und  zusätzlich  noch 
unterschiedlichen Dosierungen rh oder rm IL-12 (zwischen 0,5 - 100 U/ml rm oder rh 
IL-12)  und anschließend  bei  37°  mit  5% CO2 inkubiert.  Die  Überstände  dieser  Zellen 
wurden nach drei Stunden als Nullwert und an den folgenden Tagen (Tag 2, 3, 5 und 7) 
abgenommen  und  bei  –  20°  asserviert.  Dadurch  soll  zum  einen  die  effektivste 
Konzentration an IL-12 auf die IFN-Produktion gefunden und der Effekt auf die Induktion 
von  IFN  durch  rekombinantes  murines  IL-12  und  rekombinantes  humanes  IL-12 
verglichen werden.
2.2.8.2 In-vitro-Versuche zum Vergleich der IFN-Produktion der peripheren 
Blutlymphozyten naiver und chronisch WHV-infizierter Woodchucks nach 
Stimulation mit IL-12
In den folgenden In-vitro-Versuchen wurden zuerst die peripheren Blutlymphozyten sechs 
weiterer  naiver  Woodchucks  mit  der  optimalen  Dosis  von  rhIL-12  (50  U/ml)  unter 
Kostimulation mit PHA (2 µg/ml) oder ausschließlich mit PHA stimuliert. Die Überstände 
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dieser Zellen wurden an den Tagen 0, 2, 3 und 4 abgenommen, eingefroren und später im 
Bioassay  auf  den  Interferongehalt  getestet.  In  gleicher  Weise  wurden  danach  die 
Überstände der  peripheren Blutlymphozyten chronisch WHV-infizierter Woodchucks auf 
den  IFN-Gehalt  getestet  nach  identischer  Stimulation,  entweder  mit  alleinigem  PHA-
Zusatz oder zusätzlicher rhIL-12-Stimulation in der optimalen Dosierung.
2.2.8.3 In-vivo-Therapie chronisch WHV-infizierter Woodchucks mit IL-12
Für  die  In-vivo-Experimente  wurde  sechs  chronisch  WHV-infizierten  Woodchucks 
(#11562,  #11563,  #11566,  #11569,  #11573)  über  einen  Zeitraum  von  drei  Wochen 
insgesamt  10  x  rhIL-12  in  verschiedenen  Dosierungen  (0,5,  5  oder  25  µg/kg 
Körpergewicht)  subkutan  injiiziert.  Die  Seren  dieser  Woodchucks  wurden  über  den 
Behandlungszeitraum  und  die  folgenden  zehn  Wochen  regelmäßig  abgenommen, 
eingefroren und später auf ihren Gehalt an IFN im Bioassay getestet.  Einige Proben mit 
hohen IFN-γ-Werten wurden zusätzlich im Enzymimmunoassay (ELISA) getestet. Um den 
Effekt der IL-12-Therapie auf die WHV-Replikation genauer beurteilen zu können, wurde 
der  WHV-DNA-Level  im  Serum  über  13  Wochen  mittels  Spot-Blot-Hybridisierung 
bestimmt.
2.2.8.4 Versuch der akuten Infektion
Mit  diesem  Versuch  sollte  der  Verlauf  des  IFN-Titers  während  Ablauf  einer  akuten 
Infektion gezeigt werden und zeitgleich dessen Einfluss auf die Virämie und das Ausmaß 
der Leberschädigung.  Es wurden in diesem Versuch vier naive Woodchucks (#14622, 
#14623,  #14624,  #14632)  akut  mit  WHV  infiziert  (mit  106 Kopien  in  1  ml  PBS 
Infektionsdosis). Dabei wurden kurz vor und während des Ablaufs einer Infektion über 9 
Wochen  Serumproben  abgenommen,  die  sofort  im  Bioassay  auf  ihren  IFN-Gehalt 
überprüft wurden. Veränderungen der Ergebnisse durch Einfrieren der Proben sollten so 
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ausgeschlossen werden. Mittels PCR und Spot-Blot-Hybridisierung wurde der WHV-DNA-
Level bestimmt und zeitgleich auch der SDH-Spiegel als Zeichen einer Leberschädigung.
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3 Ergebnisse  
3.1 Bestimmung der optimalen IL-12-Dosis in vitro
In verschiedenen Vorversuchen wurde die IL-12-Menge bestimmt, welche zu einer IFN-γ-
Produktion  der  peripheren  Blutlymphozyten  der  Woodchucks  führte.  Die  peripheren 
Blutlymphozyten  der  naiven  Woodchucks  #880  und  #881  wurden  dazu  mit 
unterschiedlichen Konzentrationen IL-12 inkubiert. 
Die  Abbildungen  4  –  7  zeigen  die  im  Bioassay  gemessenen  IFN-Werte.  Für  jedes 
Woodchuck  gibt  es  zwei  Abbildungen,  eine  mit  den  Kurven  der  IFN-Verläufe  nach 
Stimulation  mit  den  unterschiedlichen  Konzentrationen  an  rekombinantem  humanem 
IL-12 und ausschließlicher PHA-Stimulation und eine weitere mit  den Kurven der IFN-
Verläufe nach Stimulation mit den unterschiedlichen Konzentrationen an rekombinantem 
murinem IL-12 und PHA. Auf der y-Achse sind die reziproken Titerwerte angegeben und 
die x-Achse gibt den zeitlichen Verlauf wieder. 
Bei Woodchuck #880 wurde am dritten Tag der Maximalwert des IFN-Titers von 1:1280 
nach Stimulation mit 50 U/ml rmIL-12 erreicht, welcher an Tag 5 mit 1:640 und an Tag 7 
mit  1:960 wieder  leicht  abfiel.  Beim gleichen  Woodchuck wurde  nach Stimulation  der 
peripheren  Blutlymphozyten  mit  50  U/ml  rhIL-12  an  Tag  3  ein  IFN-Titer  von  1:800 
gemessen,  der  auch  an  den  Tagen  5  und  7  leicht  sank  (1:640).  Die  IFN-Titer  bei 
Woodchuck #880 zeigten nach Stimulation mit 25 U/ml rhIL-12 an Tag 3 mit einem Titer 
von 1:640 den Maximalwert  und an den Tagen 5 und 7 leicht niedrigere Werte. Damit 
lagen sie höher als nach Stimulation mit 100 U/ml rhIL-12. Diese Titer stiegen an den 
Tagen 3 – 7 auf 1:480 an. Nach Stimulation mit 100 U/ml rmIL-12 lagen die IFN-Titer 
höher als bei gleicher Dosis rhIL-12 und betrugen an den Tagen 3 und 5 1:640 und am 
Tag 7 1:560, während sie bei Zusatz von 25 U/ml rmIL-12 nicht über 1:320 zu messen 
waren. Stimulation mit geringeren Mengen IL-12, sei es mit rmIL-12 oder rhIL-12 führten 
zu niedrigeren IFN-Titern. Nach ausschließlicher PHA-Stimulation wurden IFN-Basistiter 
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von maximal 1:240 erreicht.  Diese waren damit niedriger als bei jeglichem Zusatz von 
IL-12.
Bei  Woodchuck  #881  wurden  ähnliche  IFN-Titer  gemessen.  Die  Werte  waren  nach 
Stimulation mit 50 U/ml rmIL-12 identisch mit denen bei Woodchuck #880. Dabei sind mit 
einem IFN-Titer von 1:1280 am Tag 3, 1:640 am Tag 5 und 1:960 am Tag 7 die höchsten 
Werte gemessen worden. Die Werte nach Stimulation mit 50 U/ml rhIL-12 betrugen an 
Tag 3 1:800, fielen dann an Tag 5 leicht ab auf 1:640 und an Tag 7 bis auf 1:480. Auch 
bei diesem Woodchuck konnte durch 100 U/ml rmIL-12 oder rhIL-12 keine Steigerung des 
IFN-Titers  bewirkt  werden.  Bei  Zugabe  der  genannten  Menge  rmIL-12  betrug  der 
Maximalwert  an den Tagen 3 und 5 1:640 und bei  Zugabe dieser  Menge an rhIL-12 
konnte nur an Tag 5 ein messbarer Titer festgestellt werden (1:240). Nach Stimulation mit 
niedrigeren  IL-12-Dosen  wurden  niedrigere  IFN-Titer  gemessen  und  auch  bei  diesem 
Woodchuck  lagen  die  Titer  bei  alleiniger  PHA-Gabe  am  niedrigsten  bei  Werten  bis 
höchstens 1:40. Wie zu erwarten war in den Proben vor Stimulation beider Tiere keine 
IFN-Produktion nachweisbar.
Die deutlichste IFN-Produktion wurde nach Stimulation mit 50 U/ml rmIL-12 erreicht, fast 
ebenso hohe Werte erreichte man nach Stimulation durch 50 U/ml rhIL-12. Die höchsten 
Konzentrationen an IFN wurden an Tag 3 gemessen bei beiden Woodchucks, danach war 
der induzierte IFN-Gehalt leicht rückläufig bis zum Ende der Messungen an Tag 7.
In  den  weiteren  Versuchen  wird  50  U/ml  rhIL-12  verwendet,  auch  wenn  die  IFN-γ-
Stimulation  mit  50  U/ml  rmIL-12  geringfügig  höher  war.  Die  Verwendung  von  rhIL-12 
bietet  Vorteile  im  Hinblick  auf  die  spätere  Übertragbarkeit  auf  Untersuchungen  am 
Menschen.
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Abbildung 4: Ergebnisse von Woodchuck #880 nach Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten mit rekombinantem humanem IL-12
Abbildung 5: Ergebnisse von Woodchuck #880 nach Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten mit rekombinantem murinem IL-12
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Abbildung 7: Ergebnisse von Woodchuck #881 nach Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten mit rekombinantem murinem IL-12
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Abbildung 6: Ergebnisse von Woodchuck #881 nach Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten mit rekombinantem humanem IL-12
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3.2 IFN-Produktion der peripheren Blutlymphozyten naiver 
Woodchucks nach In-vitro-Stimulation mit 50 U/ml rhIL-12
Um die IFN-Produktion von peripheren Blutlymphozyten naiver Woodchucks nach IL-12–
Stimulation näher zu charakterisieren, wurden die peripheren Blutlymphozyten von sechs 
weiteren naiven Woodchucks mit der in 3.1. gefundenen optimalen Dosis von 50 U/ml 
rhIL-12 stimuliert. 
Die folgenden Abbildungen 8 – 13 zeigen die im Bioassay gemessenen IFN-Werte der 
Überstände  der  stimulierten  peripheren  Blutlymphozyten  der  sechs  WHV-negativen 
Woodchucks (#13198, #13199, #13200, #13204, #13207 und #13208). Bei allen sechs 
Woodchucks lässt sich ein deutlich höherer IFN-Titer nach zusätzlicher IL-12-Stimulation 
im  Vergleich  zur  ausschließlichen  PHA-Stimulation  messen.  Der  IFN-Titer  nach 
Stimulation mit 50 U/ml rhIL-12 lag je nach Woodchuck 2 bis 7 Titerstufen über dem nach 
alleiniger  PHA-Stimulation.  Die  Titer  nach ausschließlicher  PHA-Stimulation  waren  bei 
fast  allen  getesteten  Überständen  der  peripheren  Blutlymphozyten  sehr  niedrig  und 
reichten von nicht nachweisbar  bis zu einem Titer von 1:160.  Bei Woodchuck #13198 
kommt  es  nach  IL-12-Stimulation  zu  steigenden  Titerwerten  von  IFN  bis  zu  dem 
Maximalwert  an  Tag  4  von  1:2560.  An  Tag  2  liegt  der  reziproke  Wert  bei  diesem 
Woodchuck bei 1280 und an Tag 3 bei 1920. Bei diesem Woodchuck ist IFN nach PHA-
Zusatz  allein  nur  bis  zu  einer  Verdünnung  von  maximal  1:160  nachweisbar.  Bei 
Woodchuck #13199 wird der höchste IFN-Titer an Tag 3 mit dem reziproken Wert von 640 
induziert, während die Werte unter PHA-Zusatz unter 80 bleiben. Bei Woodchuck #13200 
ist  IFN nach PHA-Zusatz  allein  nicht  nachweisbar.  Nach IL-12-Stimulation  ist  IFN bei 
diesem Tier an den Tagen 2 und 3 bis zu einer Verdünnung von 1:480 und an Tag 4 bis 
zu  einer  Verdünnung  von  1:1280  nachweisbar.  Bei  Woodchuck  #13204  sind  an  den 
Tagen  2,  3  und  4  nach  PHA-Zusatz  reziproke  IFN-Titerwerten  von  160  messbar, 
allerdings sind auch hier die Werte nach IL-12-Stimulation höher und liegen an Tag 2 und 
3 bei 640, an Tag 4 bei 2560. Auch bei Woodchuck #13207 liegen die IFN-Titer in den 
Überständen der IL-12-stimulierten Zellen mit dem höchsten Wert von 1:1280 an Tag 3 
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höher als die Titer der Überstände der PHA-stimulierten Zellen mit dem Maximalwert von 
1:120 an Tag 4. Bei Woodchucks #13208 liegen die Werte des IFN-Titer unter IL-12-
Behandlung  ebenfalls  über  den  Werten  der  IFN-Titer  nach  PHA-Stimulation 
(Maximalwerte an Tag 4 mit Titern von 1:1280, bzw. 1:2560). An den vorherigen Tagen 2 
und 3 bleibt der IFN-Titer nach alleiniger PHA-Stimulation sehr niedrig bei 1:80, während 
er nach zusätzlicher IL-12-Gabe an beiden Tagen bei 1:1280 liegt und damit deutlich über 
den IFN-Werten nach PHA-Gabe allein.
Zusammenfassend kann gesagt werden,  dass bei den peripheren Blutlymphozyten der 
naiven Woodchucks eine Stimulation mit zusätzlichem rhIL-12 zu einer deutlich stärkeren 
IFN-Produktion geführt hat als die PHA-Stimulation allein. Das zeigt ein maximaler IFN-
Titer  von 1:2560  an Tag 4  bei  drei  Woodchucks  (#13198,  #13204  und #13208).  Die 
gemessenen  IFN-Titer  unter  alleiniger  PHA-Stimulation  erreichten  maximal  1:160  mit 
einer Ausnahme. Diese Tendenz ist bei allen sechs getesteten Woodchucks zu sehen. 
Die Unterschiede in der Höhe der IFN-Werte und der Verläufe ist auf die Individualität der 
Testtiere zurückzuführen.
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Abbildung 9: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten 
von Woodchuck #13199
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Abbildung 8: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten  
von Woodchuck #13198
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Abbildung 11: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten von Woodchuck #13204
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Abbildung 10: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten 
von Woodchuck #13200
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Abbildung 13: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten  
von Woodchuck #13208
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Abbildung 12: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten 
von Woodchuck #13207
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3.3 IFN-Produktion der peripheren Blutlymphozyten chronisch 
WHV-infizierter Woodchucks nach In-vitro-Stimulation mit 50 
U/ml rhIL-12
In  einem weiteren  Versuch wurde  die  IFN-Produktion  der  peripheren Blutlymphozyten 
chronisch WHV-infizierter Woodchucks nach IL-12-Stimulation untersucht. Die IFN-Titer, 
der einmal nur mit PHA und einmal mit PHA und 50 U/ml rhIL-12 stimulierten peripheren 
Blutlymphozyten der chronisch infizierten Woodchucks #11562, #11563, #11564, #11566, 
#11569  und  #11573  sind  in  den  folgenden  Abbildungen  14  -  19  wiedergegeben. 
Insgesamt  lässt  sich  feststellen,  dass  zwar  bei  allen  sechs Woodchucks  IFN gebildet 
wurde,  aber  die  Unterschiede  der  IFN-Titer  zwischen  alleiniger  PHA-Stimulation  und 
zusätzlicher  IL-12-Stimulation  nicht  so  deutlich  sind  wie  nach  IL-12-Stimulation  der 
peripheren Blutlymphozyten naiver Woodchucks (s.o. unter 3.2). Die reziproken IFN-Titer 
bei  Woodchuck  #11563  und  #11564  sind  an  den  Tagen  3  und  4  unter  beiden 
Behandlungen identisch,  mit  Werten von jeweils  640 bei  Woodchuck #11563 und von 
jeweils 1280 bei Woodchuck #11564, wohingegen bei Woodchuck #11562 ein geringer 
Unterschied  mit  einem höheren  Titer  nach  zusätzlicher  IL-12-Gabe gemessen  wurde. 
Dieser lag nach PHA-Stimulation an Tag 3 bei 1:320 und an Tag 4 bei 1:640, während er 
nach  IL-12-Stimulation  an  Tag  3  auf  1:640  und  an  Tag  4  auf  1:960  anstieg.  Bei 
Woodchuck  #11566  und  #11573  ist  ein  höherer  IFN-Titer  gemessen  worden  nach 
alleinigem PHA-Zusatz als nach kombinierter PHA- und IL-12-Gabe. Der maximale Wert 
nach PHA-Stimulation bei beiden Woodchucks (#11566 und #11573) lag bei 1:1280 an 
Tag 3 und fiel an Tag 4 wieder auf 1:640 ab, während er nach IL-12-Stimulation an beiden 
Tagen 1:640 betrug. Bei Woodchuck #11569 war ein IFN-Titer weder nach PHA noch 
nach kombinierter Gabe mit IL-12 im Bioassay messbar.
Einige Überstände von Woodchucks, bei denen ein hoher IFN-Titer im Bioassay getestet 
wurde, wurden außerdem noch in dem von Dr. Lohrengel und Dr. Lu etablierten ELISA 
untersucht.  Der  IFN-Titer,  der  im ELISA getestet  wurde,  war  ca.  zwei  Titrationsstufen 
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niedriger als vorher im Bioassay. Aufgrund der dadurch gezeigten geringeren Sensitivität 
des ELISAs gegenüber dem Bioassay wurde er im Folgendem nicht weiter verwendet.
Im Gegensatz zu den Versuchen mit den peripheren Blutlymphozyten naiver Woodchucks 
induziert die zusätzliche IL-12-Stimulation von den peripheren Blutlymphozyten chronisch 
WHV-infizierter  Woodchucks  keine  höheren  IFN-Werte.  Stimulation  mit  PHA  allein 
induziert  bei  den  peripheren  Blutlymphozyten  chronisch  WHV-infizierter  Woodchucks 
bereits höhere IFN-Titer  als im Vergleichsversuch mit  den peripheren Blutlymphozyten 
naiver Tiere.
Abbildung 14: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten von Woodchuck #11562
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Abbildung 15: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten 
von Woodchuck #11563
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Abbildung 16: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten von Woodchuck #11564
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Abbildung 17: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten von Woodchuck #11566
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Abbildung 18: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten von Woodchuck #11569
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3.4 In-vivo-Stimulation chronisch WHV-infizierter Woodchucks 
mit rhIL-12
Fünf der schon genannten sechs chronisch WHV-infizierten Woodchucks wurden auch in 
vivo  einer  IL-12-Therapie  unterzogen.  Trotz  geringer  Stimulierbarkeit  der  peripheren 
Blutlymphozyten dieser Tiere im In-vitro-Versuch war ein Einfluss der IL-12-Therapie auf 
die Virämie in vivo nicht auszuschließen. Die IL-12-Therapie kann neben den peripheren 
Blutlymphozyten  weitere  Immunzellen,  wie  z.  B.  NK-,  CD8+-Zellen,  sowie  die 
Ausschüttung weiterer Zytokine (z.B. IL-2) aktivieren. Eine Induktion dieser zusätzlichen 
Immunmodulatoren könnte in vivo den Verlauf der Virämie beeinflussen.
Abbildung 19: IFN-Produktion nach In-vitro-Stimulation der peripheren 
Blutlymphozyten von Woodchuck #11573
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Im Versuch wurden die Woodchucks in drei Gruppen aufgeteilt und mit unterschiedlichen 
Dosierungen (0,5, 5 oder 25 µg/kg KG) rhIL-12 stimuliert. Diese wurden subkutan injiziert. 
Die  fünf  Woodchucks  bekamen ihre  Dosis  über  einen  Zeitraum von  20  Tagen  jeden 
zweiten  Tag  insgesamt  zehn  Mal  verabreicht.  Woodchuck  #11562  bekam  25  µg 
rhIL-12/kg KG gespritzt, während die Woodchucks #11563 und #11573 je 5 µg rhIL-12/kg 
KG  injiziert  bekamen  und  die  beiden  Woodchucks  #11566  und  #11569  je  0,5  µg 
rhIL-12/kg KG.
Die  Seren  wurden  über  den  Behandlungszeitraum  und  die  folgenden  zehn  Wochen 
abgenommen, bei –20 °C gelagert und später in dem unter 2.2. beschriebenen Bioassay 
auf ihren IFN-Gehalt getestet. In diesem Assay war kein Schutz vor der EMCV-Infektion 
messbar. Es konnte also kein IFN-γ- oder IFN-α-Gehalt der Serumproben im Bioassay 
festgestellt  werden. Dies könnte auf zelltoxische Substanzen im Serum zurückzuführen 
sein. Besonders bei niedrigen Verdünnungen, in denen IFN noch zu detektieren gewesen 
wäre,  wären diese toxischen Substanzen in höherer Konzentration in der Serumprobe 
vorhanden.  Zum  Ausschluss  dieser  Problematik  wurde  eine  Serumprobe  mit 
rekombinantem woodchuck (rw)IFN-γ gespiked  und dann im Bioassay getestet.  Dabei 
konnte IFN-γ in niedrigen Titern nachgewiesen werden, was gegen die Zelltoxizität  der 
Serumbestandteile spricht.
Um  einen  Einfluss  der  Therapie  auf  die  Virämie  zu  untersuchen,  wurden  Spot-Blot-
Hybridisierungen durchgeführt. Bei der Bestimmung der Viruslast während und nach der 
IL-12-Therapie konnte zwar eine Fluktuation, aber keine deutliche Reduktion der Virämie 
gemessen werden (s. Abb. 20). In den ersten drei Wochen nach Therapiebeginn ist bei 
allen Woodchucks die stärkste Fluktuation der WHV-DNA-Level zu sehen. Diese beträgt 
maximal  ca.  ½ log-Stufe.  Bei  Woodchuck #11562 ist  ein  Anstieg  der  Viruslast  in  der 
zweiten Woche gemessen worden. Die WHV-DNA-Level erreichten im Verlauf der neun 
Wochen wieder das gleiche Niveau wie zu Beginn der Therapie. Dieses Tier erhielt IL-12 
in der höchsten Dosierung von 25 µg/kg KG. Bei Woodchuck #11573 (5 µg/kg KG) ist zu 
Beginn der Therapie der niedrigste WHV-DNA-Wert gemessen worden, welcher in den 
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ersten drei Wochen bis auf einen Maximalwert ansteigt, um in den folgenden Wochen des 
Beobachtungszeitraumes auch wieder auf den Ausgangswert abzufallen. Die WHV-DNA-
Level  der  Woodchucks  #11566  und  #11569  sind  während  des  gesamten 
Beobachtungszeitraums von zehn Wochen ziemlich konstant und schwanken nur minimal. 
Diese beiden Tiere wurden mit  0,5 µg IL-12/kg KG behandelt.  Einzig  bei  Woodchuck 
#11563 (5 µg IL-12/kg KG) fielen die WHV-DNA-Level innerhalb der ersten drei Wochen 
vorübergehend  um  ca.  ½  log-Stufe  ab  und  erreichten  in  Woche  4  wieder  das 
Ausgangsniveau.
Ab der dritten Woche bis zum Ende des Beobachtungszeitraums waren die WHV-DNA-
Level  aller  beobachteten  Woodchucks  fast  identisch  zum  Level  vor  Therapie.  Die 
Behandlung der Woodchucks mit IL-12 zeigte in den In-vivo-Versuchen keinen deutlichen 
therapeutischen  Effekt  im  Sinne  einer  Reduktion  der  Virämie,  aber  eine  deutliche 
Abbildung 20: WHV-DNA-Level während/nach IL-12-Therapie
(25 µg/kgKG)
(5 µg/kgKG)
(0,5 µg/kgKG)
(0,5 µg/kgKG)
(5 µg/kgKG)
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Fluktuation der WHV-DNA-Kopien unter IL-12-Therapie in den höheren Dosierungen (5 
oder 25 µg/kg KG) ist auffällig.
Unter der IL-12-Therapie in den drei  oben genannten Dosierungen kam es bei diesen 
Woodchucks zu keinen sichtbaren Nebenwirkungen.
3.5 IFN-γ-Produktion während akuter WHV-Infektion
Das  Ziel  dieses  Versuchs  ist  die  Untersuchung  und  Charakterisierung  des  Verlaufs 
sowohl  der  Virämie  als  auch  der  IFN-Produktion  und  der  Leberschädigung  während 
akuter  WHV-Infektion.  Dazu  wurden  vier  Woodchucks  akut  mit  WHV  infiziert  und 
wöchentlich deren Serumproben auf WHV-DNA, IFN und SDH untersucht. Der Verlauf der 
Virämie wurde während akuter Infektion mittels Messung der WHV-DNA dargestellt und 
das Ausmaß der Leberschädigung mittels Bestimmung von SDH. Außerdem wurden die 
Serumproben  direkt  im  Bioassay  auf  IFN  untersucht.  Dadurch  sollte  zum  einen  ein 
systematischer  Messfehler  in  den  vorherigen  Tests  durch  Einfrieren  ausgeschlossen 
werden und zum anderen sollte die Effizienz der IFN-Testung mit dem Bioassay gezeigt 
werden.
Die  Abbildungen  21  –  24  fassen  den  Verlauf  der  akuten  Infektion  der  Woodchucks 
#14622, #14623, #14624 und #14632 zusammen. Dargestellt sind für jedes Woodchuck 
die im Bioassay gemessenen IFN-Werte als reziproke Titer und die SDH-Werte in U/l als 
Kurve im Verlauf von 9 bzw. 13 Wochen nach Infektion, sowie der Verlauf der Virämie mit 
den Ergebnissen der WHV-Spot-Blot-Hybridisierung und der WHV-PCR.
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Abbildung 21: WHV-Infektionsverlauf bei Woodchuck #14622
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Abbildung 22: WHV-Infektionsverlauf bei Woodchuck #14623
Woodchuck #14623
0
5
10
15
20
25
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Wochen
0
100
200
300
400
500
600
700
800
51
Abbildung 24: WHV-Infektionsverlauf bei Woodchuck #14632
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Abbildung 23: WHV-Infektionsverlauf bei Woodchuck #14624
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Bei Woodchuck #14622 ist mittels PCR die Virus-DNA in Woche 2 nach Infektion, eine 
Woche vor  dem Nachweis  in  der  Spot-Blot-Untersuchung nachweisbar.  Des Weiteren 
bleibt die DNA mit der PCR eine Woche länger detektierbar (bis Woche 8) als mit der 
Spot-Blot-Hybridisierung. Parallel zur höchsten Viruslast in Woche 5 kann man den IFN-
Peak mit einem reziproken Titer von 26 erkennen. Kurz darauf ist ein Abfall der Virämie in 
der 7. Woche in der Spot-Blot-Untersuchung nachweisbar. Gleichzeitig mit dem Abfall der 
Virämie in der Spot-Blot-Untersuchung steigt in der 7. Woche das SDH im Serum an, was 
als Zeichen der Leberschädigung durch die Immunantwort gedeutet werden kann.
Bei  Woodchuck #14623 lässt  sich in  der  Spot-Blot-Hybridisierung keine hohe Virämie 
darstellen.  Allerdings bleibt  die  WHV-DNA durch die PCR über die 10.  Woche hinaus 
nachweisbar. Man sieht den IFN-Peak mit dem reziproken Titer von 24 ebenfalls in der 5. 
Woche.  Bei  diesem Woodchuck  kommt  es  jedoch  im Vergleich  zu  den  anderen  drei 
Tieren,  welche  alle  Werte  von  über  300  U/L  SDH  im  Serum  erreichen,  zu  keinem 
bedeutenden Anstieg der SDH-Werte. Dies könnte für eine unzureichende Immunanwort 
sprechen. Damit korreliert auch der weitere Verlauf bei diesem Tier, der durch eine sehr 
lang anhaltende Virämie geprägt war.
Bei Woodchuck #14624 lässt sich durch Spot-Blot-Hybridisierung ab der 3. Woche nach 
Infektion  WHV nachweisen  mit  einem  starken  Anstieg  der  Virämie  in  der  4.  Woche. 
Wiederum gleichzeitig mit stärkstem Anstieg der Virämie wird der IFN-Peak in Woche 4 
gemessen. Der höchste reziproke IFN-Titer beträgt 12 und liegt damit unterhalb der Werte 
der anderen Woodchucks. Es folgt ein Abfall der Virämie in der 7. Woche, 3 Wochen nach 
dem höchsten IFN-Wert. Ab der 9. Woche lässt sich mittels WHV-PCR keine virale DNA 
mehr nachweisen. Bei diesem Woodchuck fallen zwei SDH-Peaks auf. Der eine beträgt 
481 U/L SDH in der 2. Woche und der andere beträgt an seinem maximalen Punkt 760 
U/L SDH in der Woche 7, ca. 3 Wochen nach dem IFN-Peak und zeitgleich mit dem Abfall 
der WHV-DNA.
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Der Verlauf  der  Infektion  sowie  die  gemessenen Parameter  des  Woodchucks #14632 
unterscheiden  sich  von den  anderen,  da  zum einen  die  WHV-DNA mittels  Spot-Blot-
Hybridisierung nicht detektierbar ist. Des Weiteren ist der WHV-Level in der PCR schon 
ab Woche 6 gleichzeitig  mit  dem Abfall  des IFN-Titers und vor dem SDH-Anstieg mit 
maximalen Werten in den Wochen 7 und 8 negativ. Und zum anderen ist der höchste IFN-
Wert zu Beginn des Versuchs in Woche 0 mit einem reziproken Wert von 16 gemessen 
worden,  welcher  dann  weiter  absinkt.  Die  Untersuchungstiere  sind  Wildfänge,  welche 
häufig  Abszesse  haben  oder  von  Parasiten  befallen  sind.  Auch  diese  Erkrankungen 
aktivieren das Immunsystem. Eine Beeinflussung des Verlaufs der WHV-Infektion durch 
eine  bereits  erhöhte,  durch  andere  Ursachen  stimulierte  IFN-Produktion  kann  nicht 
ausgeschlossen werden.
Auch wenn diese Untersuchung der vier Woodchucks einige individuelle Unterschiede in 
den Verläufen zeigt,  so kann bei fast allen Woodchucks ein Abfall  der Virämie mittels 
Spot-Blot-Untersuchung und PCR wenige Wochen nach IFN-Peak gezeigt werden. Bei 
Woodchuck  #14622  und  #14624  ist  parallel  zum  SDH-Peak  als  Zeichen  der 
Leberschädigung ein deutlicher Abfall  der Viruslast  zu beobachten. Dies weist  auf das 
Zusammenwirken  nicht-zytopathischer  Immunmechanismen  über  Zytokine  und 
zytopathischer Immunmechanismen über zytotoxische T-Zellen hin.
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4 Diskussion  
Der Ablauf und die Immunpathogenese einer HBV-Infektion konnten bis heute zwar zum 
größten Teil, aber noch nicht in allen Einzelheiten geklärt werden. Da weltweit immer noch 
viele  Menschen  an  den  Folgen  einer  HBV-Infektion  versterben,  muss  nach  weiteren 
Therapiemöglichkeiten gesucht werden. Ansatzpunkte könnten in der Immunpathogenese 
vorhanden sein.
Die  vorliegende  Arbeit  versucht  diese  Zusammenhänge  in  Hinblick  auf  die 
therapeutischen Möglichkeiten von IL-12 im Woodchuck-Modell  näher zu untersuchen. 
Dieses  Tiermodell  des  WHV-infizierten  Woodchuck  erweist  sich  aus  verschiedenen 
Gründen  als  sehr  geeignet  zur  Erforschung  der  HBV-Infektion.  Aufgrund  der  großen 
Übereinstimmung  bezüglich  der  Morphologie,  des  genomischen  Aufbaus,  der 
Genprodukte und der  Replikationsmechanismen entspricht  die  Pathologie  einer  WHV-
Infektion beim Woodchuck weitgehend der Pathologie einer HBV-Infektion im Menschen 
[Roggendorf, M. und Tolle, TK., 1995]. Durch die erstmalige Klonierung, Expression und 
Charakterisierung von Woodchuck Zytokinen wurden die Grundlagen geschaffen, um die 
immunologischen  Vorgänge  der  Hepadnavirusinfektion  in  einem  natürlichen 
Infektionsmodell  genauer zu untersuchen  [Lohrengel,  B. et al.,  1998].  Dadurch wurden 
weitere Untersuchungen an diesem Modell möglich, wie auch die Versuche dieser Arbeit.
Es  wurde  zum einen  die  Auswirkung  von humanem IL-12 auf  die  IFN-Produktion  bei 
naiven  und  chronisch  WHV-infizierten  Woodchucks  untersucht.  Dabei  stellte  sich  zu 
Beginn  der  Versuche  die  Frage,  ob  humanes  IL-12  überhaupt  die  Produktion  von 
Woodchuck-IFN steigern kann. In In-vitro-Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die 
peripheren  Blutlymphozyten  naiver  Woodchucks  nach  Stimulation  mit  humanem IL-12 
vermehrt IFN produzierten. In diesen Vorversuchen konnte sowohl gezeigt werden, dass 
mit humanem IL-12 vergleichbar gute Ergebnisse erzielt werden können wie mit murinem 
IL-12  und  des  Weiteren  konnte  eine  optimale  Dosis  an  IL-12  festgelegt  werden,  mit 
welcher die weiteren In-vitro-Versuche durchgeführt wurden.
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In diesen weiteren Versuchen wurden die Überstände der peripheren Blutlymphozyten 
von naiven und chronisch WHV-infizierten Woodchucks nach ausschließlicher PHA- und 
zusätzlicher  IL-12-Gabe  mit dem  EMCV-Bioassay  auf  den  IFN-Gehalt  getestet  und 
verglichen. Diese Versuche wurden mit der Fragestellung durchgeführt, wie sich die IL-12-
Stimulation  im  Vergleich  zu  ausschließlicher  PHA-Stimulation  auf  die  peripheren 
Blutlymphozyten  auswirkt  und  ob  Unterschiede  in  der  IFN-Produktion  der  peripheren 
Blutlymphozyten naiver und chronisch WHV-infizierter Woodchucks bestehen. 
Nach IL-12- oder ausschließlicher PHA-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten WHV-
negativer  Woodchucks  konnte  ein  deutlicher  Unterschied  der  IFN-Produktion  gesehen 
werden. Die zusätzliche IL-12-Stimulation führte bei den peripheren Blutlymphozyten der 
naiven  Tiere  zu  einer  gesteigerten  IFN-Produktion,  welche  2  bis  7  Titerstufen  über 
alleiniger PHA-Stimulation lag. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Daten anderer 
Arbeitsgruppen,  die  gezeigt  haben,  dass  die  IFN-Produktion  in  Mäusen  durch  IL-12 
gesteigert werden konnte [Cavanaugh, VJ. et al., 1997], [Trinchieri, G. et al., 1994].
Bei  gleichem  Versuchsaufbau  induzierte  die  IL-12-Stimulation  der  peripheren 
Blutlymphozyten  der  chronisch  WHV-infizierten  Woodchucks  keine  messbare  IFN-
Produktion.  Nach alleiniger  PHA-Stimulation der peripheren Blutlymphozyten chronisch 
WHV-infizierter Woodchucks wurden bereits höhere IFN-Titer induziert im Vergleich zum 
Versuch  mit  PHA-Stimulation  der  peripheren  Blutlymphozyten  naiver  Tiere.  Die 
zusätzliche  IL-12-Stimulation  war  bei  den  peripheren  Blutlymphozyten  der  chronisch 
WHV-infizierten Tiere nicht in der Lage eine noch höhere IFN-Produktion zu induzieren.
Diese Daten, die in In-vitro-Versuchen mit peripheren Blutlymphozyten erhoben wurden, 
geben  einen  ersten  Hinweis  auf  eine  unterschiedliche  Reagibilität  von  peripheren 
Blutlymphozyten naiver und chronisch WHV-infizierter Woodchucks auf Immunstimulation 
mit IL-12.
Die  IL-12-Therapie  kann neben den peripheren Blutlymphozyten  weitere  Immunzellen, 
wie z.B. NK- und CD8+-Zellen, sowie die Ausschüttung weiterer Zytokine, z.B. von IL-2 
aktivieren.  Dadurch  sind  bei  einer  In-vivo-Therapie  trotz  unserer  In-vitro-Daten 
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therapeutische Effekte auf die Virämie denkbar. Chronisch WHV-infizierte Woodchucks 
wurden mit unterschiedlichen Dosierungen rhIL-12 behandelt und deren Seren danach im 
Bioassay auf den IFN-Gehalt getestet. Im Bioassay konnte kein IFN nachgewiesen und 
mittels  Spot-Blot-Hybridisierung  kein  signifikanter  Effekt  auf  die  Virämie  festgestellt 
werden. Ein toxischer Effekt anderer im Serum vorhandener Substanzen, die im Bioassay 
gestört haben könnten, wurde durch die Testung eines Woodchuck-Serums, dem rwIFN-γ 
zugefügt worden war, ausgeschlossen. Eine unter, aber vor und nach der Therapie mit 
den hohen IL-12-Dosen nicht beobachtete Fluktuation der Viruslast innerhalb einer ½ log-
Stufe stellt allerdings einen Hinweis auf die biologische Wirksamkeit des humanen IL-12 
dar.
Die Ergebnisse der In-vitro- und In-vivo-Versuche lassen insgesamt vermuten, dass die 
Ursache  für  die  unterschiedliche  IFN-Induktion  nach  Stimulation  der  peripheren 
Blutlymphozyten  naiver  oder  chronisch  WHV-infizierter  Woodchucks  mit  IL-12 in  einer 
Adaptation an die chronische WHV-Infektion zu liegen scheint.
Dieser Aspekt wurde in einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe weiter untersucht. Es 
konnte  gezeigt  werden,  dass  wIFN-γ die  WHV-Replikation  in  primären 
Hepatozytenkulturen chronisch WHV-infizierter  Woodchucks nicht  reduzieren kann  [Lu, 
M. et al., 2002]. Auf der anderen Seite konnte die WHV-Replikation in Hepatozyten naiver 
Tiere, die in vitro infiziert worden waren, unterdrückt werden. Als Folge der chronischen 
WHV-Infektion der Hepatozyten scheint die Reagibilität der Immunzellen auf IFN-γ alteriert 
zu sein.
In  In-vivo-Versuchen,  in  denen  die  lokale  Expression  von  wIFN-γ in  der  Leber  nach 
Transduktion mit einem adenoviralen Vektor, der wIFN-γ exprimierte, keine Reduktion der 
Virämie induzierte, wurden diese Daten weiter untermauert. Die IFN-γ-Expression in der 
Leber konnte über Induktion von Interferon-induzierbarem Protein (IP-10) nachgewiesen 
werden. In parallel durchgeführten Versuchen mit einem adenoviralen Vektor, der wIFN-α 
exprimierte, konnte eine Reduktion der Virämie gezeigt werden [Fiedler, M. et al., 2004].
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Im  Unterschied  zu  diesen  Daten  im  Woodchuck-Modell  wurde  im  HBV-transgenen 
Mausmodell eine Reduktion der hepadnaviralen Replikation durch IFN-γ-Induktion nach 
IL-12-Stimulation beobachtet [Guidotti, LG. et al., 1999]. Im HBV-transgenen Mausmodell 
wurde  durch  den  Transfer  HBV-spezifischer  CTLs  die  Bedeutung  von  IFN-γ für  die 
Reduktion der Virämie belegt.
Cavanaugh et al. zeigten speziell die Bedeutung von IFN-γ bei der antiviralen Wirkung von 
IL-12, indem in einem Versuch mit transgenen Mäusen nach IL-12-Stimulation IFN-γ mit 
Antikörpern  geblockt  wurde  und  der  HBV-DNA-Level  in  diesen  Versuchen  wesentlich 
höher lag als in den Tieren, bei denen IFN-γ nicht geblockt wurde [Cavanaugh, VJ. et al.,  
1997]. HBV-transgene  Mäuse  zeigen  auf  der  einen  Seite  eine  leberspezifische  HBV-
Genexpression und –Replikation,  allerdings  liegt  eine immunologische Toleranz gegen 
HBV  vor.  Somit  sind  die  Leberzellen  im  Unterschied  zur  chronischen  Infektion  im 
Woodchuck nicht dauerhaft entzündlichen Zytokinen ausgesetzt. Die Hepatozyten HBV-
transgener  Mäuse  sind  also  naiv  bezogen  auf  die  IFN-γ-Wirkung  und  nicht  an  eine 
langanhaltende Erhöhung von IFN-γ adaptiert.
In einer klinischen Phase I/II-Studie wurde IL-12 kurzzeitig an Patienten getestet als eine 
Therapieform der chronischen HBV-Infektion. Diese Patienten zeigten nach 12 Wochen 
deutlich  niedrigere  HBV-DNA-Level,  allerdings  hatten  sie  auch  gravierende 
Nebenwirkungen  wie  erhöhte  Lebertransaminasen  bis  hin  zum  fulminantem 
Leberversagen  [Carreňo,  V.  et  al.,  2000]. Die  Therapie  mit  hohen  IL-12-Dosen  im 
Woodchuck-Modell induzierte dagegen keine Reduktion der WHV-Replikation, allerdings 
konnten  wir  unter  Therapie  eine  Fluktuation  der  WHV-DNA-Level  beobachten.  Die 
ausgeprägten Nebenwirkungen der IL-12-Therapie beim Menschen waren in den In-vivo-
Versuchen  dieser  Arbeit  bei  den  Woodchucks  nicht  zu  beobachten.  Die  geringere 
Wirksamkeit und Nebenwirkungsrate der IL-12-Therapie könnte auf die Verwendung von 
humanem  IL-12  im  Woodchuck-Modell,  also  nicht  woodchuck-spezifischem  IL-12, 
zurückzuführen sein.
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Zum besseren Verständnis der Rolle von IFN und des Ablaufs der Immunpathogenese bei 
WHV-Infektion wurde zusätzlich ein Versuch der akuten WHV-Infektion im Woodchuck-
Modell durchgeführt. Zum einen sollte dabei die IFN-Produktion im Verlauf einer akuten 
Infektion dargestellt werden und ebenso der Zusammenhang des IFN-Titers zur Virämie 
mittels  Messung  der  WHV-DNA  mit  PCR  und  Spot-Blot-Hybridisierung  und  zur 
Leberschädigung  über  Darstellung  des  SDH-Verlaufs.  Die  Seren  wurden  direkt  nach 
Entnahme im Bioassay getestet.
Bei allen getesteten Woodchucks konnte in Woche 4 oder 5 nach Infektion ein IFN-Peak 
gemessen  werden,  der  zeitgleich  mit  den  höchsten  WHV-DNA-Werten  auftrat.  Nach 
zeitlichem Abstand von ca. 2 – 3 Wochen nach dem IFN-Peak war ein SDH-Peak zu 
beobachten, der mit  einem deutlichen Abfall  der Viruslast einherging. IFN scheint eine 
Immunkaskade in Gang gesetzt zu haben, welche im Rahmen der Viruselimination auch 
zur Zerstörung von Hepatozyten führt.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen stimmen z.T. mit  den schon vorher erwähnten 
Ergebnissen im transgenen Mausmodell überein. In diesem Modell wurde die Bedeutung 
der  Zytokinproduktion,  insbesondere  der  IFN-γ-Produktion  durch  CTLs  auf  die  nicht-
zytopathische HBV-Elimination gezeigt [Guidotti, LG. und Chisari, FV., 2001].
Auch  im  Schimpansenmodell  konnte  die  Bedeutung  von  IFN-γ in  der  akuten 
hepadnaviralen  Infektion  belegt  werden  [Thimme,  R.  et  al.,  2003].  Der  Ablauf  der 
Immunantwort bei HBV-infizierten Schimpansen zeigte, dass die CD4+-Zellen eine große 
Bedeutung in den ersten sechs Wochen nach Infektion spielen. Zur weiteren Kontrolle der 
Infektion werden dann die CD8+-Zellen zunehmend wichtiger. In den Versuchen zeigte 
sich  außerdem,  dass  die  virale  DNA zeitgleich  mit  der  IFN-γ-Induktion  um über  90% 
absank.  Erst  im  Anschluss  an  diesen  nicht-zytopathischen  Weg  der  Viruselimination 
vermutet man direkte zytolytische Mechanismen durch CTL, welche die übrig gebliebenen 
infizierten Zellen beseitigen.
Auch  bei  akut  selbst-limitierender  HBV-Infektion  im  Menschen  findet  bereits  in  der 
Inkubationsphase  eine  maximale  Reduktion  der  HBV-DNA-Konzentration  statt,  die  mit 
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dem Nachweis von virus-spezifischen CD8+ und CD4+-Zellen auftritt. In dieser Phase ist 
noch keine Leberzellschädigung über einen Anstieg der Transaminasen messbar.  Wie 
bereits  im  Schimpansen-Modell  gezeigt,  scheint  auch  beim  Menschen  die  nicht-
zytopathische Elimination von HBV eine entscheidende Rolle zu spielen. Ein Patient, bei 
dem  keine  virus-spezifischen  CD8+  und  CD4+-Zellen  im  Frühstadium  der  Infektion 
nachweisbar waren, entwickelte eine chronische Infektion [Webster, GJ. et al., 2000].
Zum Zeitpunkt, als die Untersuchungen dieser Doktorarbeit durchgeführt wurden, konnten 
im  Woodchuck-Modell  noch  keine  CD8+-Zellen  gemessen  werden.  Kürzlich  gelang 
unserer Arbeitsgruppe zum Nachweis der CTL-Antwort  im Woodchuck die Etablierung 
eines CD107a Degranulationsassays. Ab Woche 5 nach akuter WHV-Infektion wurde eine 
ausgeprägte  T-Zellantwort  gemessen,  die  in  chronisch  WHV-infizierten  Tieren  nicht 
nachweisbar war [Frank, I. et al, 2007].
Zusammenfassend  scheint  die  Bedeutung  von  IFN-γ bei  der  Reduktion  der 
hepadnaviralen  DNA  bei  der  akuten  und  der  chronischen  Infektion  unterschiedlich 
bewertet werden zu müssen. Bei der akuten Infektion kennzeichnet die Induktion von IFN-
γ den Beginn einer Immunreaktion, die in der Überwindung der Infektion resultieren kann. 
Bei  der  chronischen  hepadnaviralen  Infektion  am  Beispiel  des  Woodchuck  dagegen 
scheint eine zusätzliche IFN-γ-Stimulation die Viruslast nicht reduzieren zu können. Die 
Zukunft  wird  zeigen,  ob  eine  immunmodulatorische  Therapie  der  chronischen 
hepadnaviralen Infektion, z.B. mit  Zytokinen oder Vakzination in Kombination mit  einer 
antiviralen Therapie zu einer endgültigen Elimination von HBV führen kann.
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5 Zusammenfassung  
An den Folgen der Hepatitis-B-Virus (HBV)-Infektion versterben jährlich ca. 1-2 Millionen 
Menschen weltweit. Die bisher angewendeten Therapien sind nicht ausreichend effektiv. 
Neue  Ansätze  könnten  in  der  Immunpathogenese  der  Erkrankung  zu  finden  sein.  In 
dieser  Arbeit  wurden  in  In-vitro-  und  In-vivo-Versuchen  an  naiven  und  chronisch 
Woodchuck-Hepatitis-Virus  (WHV)-infizierten  Woodchucks  die  Auswirkungen  von 
Interleukin  (IL)-12  auf  die  Interferon  (IFN)-γ-Produktion  und  auf  die  Virämie  getestet. 
Außerdem  wurde  der  Verlauf  der  IFN-Konzentration  während  einer  akuten  Infektion 
charakterisiert.
Die  In-vitro-Versuche zeigten,  dass  durch die  Gabe von IL-12 die  IFN-γ-Produktion  in 
peripheren  Blutlymphozyten naiver  Woodchucks  induziert  wird.  Bei  den  peripheren 
Blutlymphozyten  der  chronisch  WHV-infizierten  Tiere  ist  dies  nicht  der  Fall.  Die 
Lymphozyten dieser Tiere zeigten bereits nach Stimulation mit  Phythämagglutinin (PHA) 
als Grundstimulus eine starke IFN-Produktion, die bei den Lymphozyten der naiven Tiere 
fehlte. Die Gabe von IL-12 führte zu keiner weiteren Steigerung der IFN-Produktion der 
Lymphozyten der chronisch WHV-infizierten Woodchucks. Eine IL-12-Therapie chronisch 
WHV-infizierter Woodchucks in vivo zeigte keine signifikante Reduktion der Viruslast. Als 
Folge der chronischen WHV-Infektion scheint die Reagibilität der Immunzellen auf IFN-γ 
alteriert zu sein.
In dem Versuch der akuten WHV-Infektion wurde ein Abfall der Virämie nach IFN-Peak 
und zum Teil parallel zum Sorbitoldehydrogenase-Peak als Zeichen der Leberschädigung 
gesehen.  Im  Zusammenhang  mit  neueren  Ergebnissen  unserer  und  anderer 
Arbeitsgruppen wird deutlich, dass neben dem zytopathischen Weg der Viruselimination 
auch dem nicht-zytopathischen Weg eine wichtige Bedeutung zukommt. 
Diese Erkenntnisse zur Immunpathogenese können eventuell in Zukunft zur Entwicklung 
effektiverer Behandlungsstrategien in der Bekämpfung der HBV-Infektion beitragen.
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7 Abkürzungsverzeichnis  
cccDNA Covalently closed circular DNA
CD Cluster of differentiation
CMLF Cytotoxic lymphocyte maturation factor
CTL Cytotoxic lymphocytes
DHBV Duck hepatitis B virus
DNA Desoxyribonucleic acid
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
EMCV Encephalo-myocarditis-virus
ER Endoplasmatisches Retikulum
FKS Fötales Kälberserum
GSHV Ground squirrel hepatitis virus
HBcAg Hepatitis-B-core-Antigen
HBeAg Hepatitis-B-e-Antigen
HBsAg Hepatitis-B-surface-Antigen
HBV Hepatitis-B-Virus
HCC Hepatozelluläres Karzinom
HIV Human immunodeficiency virus
IgM Immunglobuline der Klasse M (M für Makroglobuline)
IgG Immunglobuline der Klasse G (G für Gammaglobuline)
IL Interleukin
IFN Interferon
kD Kilodalton
MHC Major histocompatibility complex
mRNA Messenger RNA
MTA Medizinisch-technische Assistentin
MTP Mikrotiterplatte
NAD Nicotinamidadenindinukleotid (oxidierte Form)
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NADH Nicotinamidadenindinucleotid (reduzierte Form)
NK-Zellen Natural killer Zellen
PBS Phosphat-buffered saline
PCR Polymerase chain reaction
PHA Phythämagglutinin
rh recombinant human
RNA ribonucleic acid
rw recombinant woodchuck
SDH Sorbitoldehydrogenase
Th-Zellen T-Helfer-Zellen
TNF Tumornekrosefaktor
UV-Licht Ultraviolettes Licht
WHV Woodchuck-Hepatitis-Virus
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